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RÉSUMÉ 
L'obésité, caractérisée par une accumulation de gras dans les tissus, est un problème 
de santé publique grave. Elle est définie par un indice de masse corporelle (IMC) 
supérieur à 30 kg/m2 selon l'organisation mondiale de la santé (OMS). D ' après l'OMS, 
plus de 10% de la population mondiale est atteinte d ' obésité dont 15% sont des femmes 
en âge de procréer en 2014. L' obésité est d 'autant plus dangereuse car elle constitue 
un facteur de risque de développer chez les femmes enceintes des maladies 
cardiovasculaires, du diabète gestationnel (GDM), de la prééclampsie et peut engendrer 
des complications dans la croissance fœtale. De plus, les enfants peuvent être atteints 
de maladies métaboliques telles que l' obésité, le diabète de type 2, le syndrome 
métabolique, et peuvent souffrir de troubles cardiovasculaires à l'âge adulte. Ces 
complications peuvent entraîner la mort de l' enfant. Le GDM peut avoir lieu chez des 
femmes obèses ou d ' IMC normal. C'est une complication de grossesse caractérisée par 
une augmentation de la glycémie à une concentration plus élevée que la teneur en 
glucose généralement présente chez les femmes enceintes. Cette complication de 
grossesse a des effets néfastes à la fois sur la mère et son fœtus . fi est donc important 
d ' étudier le placenta pour comprendre l' impact de ces maladies sur le developpement 
du fœtus et en limiter les effets . Notre laboratoire a précédemment démontré que le 
transport du cholestérol est altéré dans le placenta de femmes obèses et atteintes de 
GDM. Ici , nous avons étudié l' expression placentaire de protéines Niemann Pick C 
(NPC) qui transportent le cholestérol intracellulaire dans le foie , l' intestin et le cerveau. 
Nos hypothèses de travail sont que les protéines NPC sont exprimées dans le placenta 
humain et que l' obésité et le GDM modulent leur expression. Nous avons réalisé des 
RT-PCR en temps réel pour analyser l' expression des gènes NPCJ, NPC2 et NPCJLJ 
et des immunobuvardages de type Western pour analyser leurs expréssion protéique. 
Nos résultats démontrent une augmentation des niveaux protéiques de NPC 1 dans le 
placenta de femmes GDM, une diminution de l' expression protéique de NPC2 dans le 
placenta de femmes obèses ainsi qu ' une diminution de NPC 1 L 1 chez les femmes GDM 
par rapport aux contrôles. Il est donc clair que l'obésité et le GDM ont un impact sur 
l'expression des protéines NPC et, par conséquent, pourrait altérer le transport du 
cholestérol intracellulaire. 
MOTS CLÉS: diabète gestationnel, obésité maternelle, protéines Niemann Pick C, 
RT-PCR en temps réel, immunobuvardage de type Western . 
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INTRODUCTION 
L' obésité est aujourd 'hui une maladie répandue dans le monde entier et atteint 
des taux de plus en plus alarmants. Le taux d ' obésité a doublé depuis 1980. En 2014, 
ce trouble touchait 13% des adultes de plus de 18 ans. De plus, 39% de la population 
adulte étaient en surpoids d 'après l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 
(http://www.who.int/). L' obésité est une maladie caractérisée par une augmentation de 
la masse graisseuse nuisant à la santé. Les personnes atteintes d ' obésité possèdent un 
indice de masse corporelle (IMC) supérieur à 30 kg/m2, et celles considérées en 
surpoids entre 25 et 30 kg/m2 (OMS) [ 1, 2]. Les femmes enceintes sont elles aussi 
touchées par l' obésité. En effet, un tiers de la population des femmes en âge de procréer 
souffrent d 'obésité [3]. De plus, l'obésité chez les femmes enceintes est un facteur de 
risque pour qu ' elles développent des complications de grossesse très graves et elle 
augmente ainsi le taux de mortalité fœtale [4]. Les complications de grossesse sont 
nombreuses. L'obésité augmente chez les femmes enceintes le risque d ' avortement lors 
du 1er trimestre Uusqu'à 38,7%) ainsi que le ri sque de développer de l' hypertension, de 
la pré-éclampsie et du diabète gestationnel mellitus (GDM) au 2e et 3e trismestre 
Uusqu 'à trois fois plus élevé que chez les femmes enceintes d ' IMC normal) [4]. Ces 
femmes peuvent même développer des troubles cardiovasculaires, des troubles 
reproductifs ainsi que du diabète de type 2 après la grossesse [ 4-6]. L'obésité engendre 
également des troubles congénitaux qui se répercutent sur l' enfant [4, 7]. Les enfants 
nés de mères obèses peuvent ainsi souffrir d 'obésité due à une adiposité accrue et de 
syndrome métabolique [4, 7-9]. Ils peuvent de même développer du diabète de type 2 
et des troubles cardiovasculaires à l' âge adulte [4, 10]. Enfin, dans les cas les plus 
graves, l'obésité peut provoquer la mort à la naissance de l' enfant [Il]. Le GDM est 
caractérisé par une intolérance au glucose et peut avoir des conséquences graves durant 
3 
la grossesse autant pour la mère que pour le fœtus. Cette complication touche 10% des 
femmes enceintes dans les pays occidentaux [12]. Les femmes atteintes de GDM 
peuvent développer du diabète de type 2 permanent après la grossesse. Les risques 
d 'accouchement spontané et par voie césarienne sont aussi plus élevés pour ces femmes 
[12]. Le GDM augmente le risque chez l' enfant de développer de la macrosomie, le 
syndrome métabolique, de l' hypoglycémie néonatale, de l' obésité ainsi que du diabète 
plus tard [8]. L'obésité et le GDM représente donc des problèmes de santé publique 
grave qui préoccupent de plus en plus, d 'autant plus que ces troubles métaboliques 
peuvent avoir des conséquences importantes sur la santé de l' enfant. Il est donc 
important d 'étudier le placenta, qui assure le seul lien entre la circulation maternelle et 
fœtale durant la grossesse. 
La grossesse est un évènement induisant de nombreuses modifications 
physiologiques chez la mère, afin d 'assurer le développement adéquat du fœtus [13 , 
14]. Ces modifications chez la mère ainsi que le développement intra-utérin du fœtus, 
requièrent beaucoup d ' énergie et ces besoins augmentent avec l' avancement de la 
grossesse [ 15]. De ce fait, le fœtus nécessite un approvisionnement continuel en 
nutriments et en oxygène, dont certains ne proviennent que de la circulation maternelle 
grâce au placenta [13]. Le besoin en nutriments devient donc de plus en plus important 
chez la mère au cours de la grossesse [15]. Le placenta a donc un rôle déterminant pour 
le maintien et le bon déroulement de la grossesse, ainsi que pour le développement du 
fœtus [ 13, 14, 16]. Des modulations dans la régulation de ces mécanismes peuvent 
avoir ainsi un impact considérable sur la santé de la mère et de son fœtus [ 17, 18]. Il a 
été démontré que des perturbations du transport de nutriments placentaires ont un 
impact majeur sur la santé du fœtus , notamment dans le cas du GDM et de l'obésité 
[ 19, 20]. En effet, un excès ou une carence en lipides, glucides ou protéines conduisent 
au développement de maladies chez le fœtus tel que la restriction de la croissance 
intrautérine (IUGR) [10] ou bien une croissance trop importante (large for gestational 
age LGA) [ 10, 21]. Aujourd ' hui , de nombreuses études montrent que les facteurs 
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influençant la grossesse ont également un impact sur la santé future de l' enfant pour 
des raisons encore peu connues. On sait aujourd ' hui que le placenta est un joueur clé 
déterminant pour la santé du fœtus [18, 22, 23]. En effet, le placenta transporte les 
nutriments essentiels au développement intra-utérin du fœtus (les glucides, les lipides, 
les protéines et les sels minéraux) et les gaz respiratoires [ 17] . Ces éléments véhiculent 
dans la circulation maternelle et arrivent au placenta où ils sont transportés de part et 
d ' autre de la barrière placentaire, jusqu ' à la circulation fœtale [17, 22, 24]. 
Le métabolisme et le transport des lipides peuvent cependant être très affectés 
lors de troubles métaboliques durant la grossesse. Notre laboratoire ainsi que d 'autres 
groupes de recherche ont précédemment démontré que des troubles métaboliques tels 
que le GDM et l'obésité affectent grandement l' expression des protéines impliquées 
dans le transport placentaire [25-28]. En effet, il est observé que le GDM augmente 
l' expression de certains récepteurs à lipoprotéines (SRBI , LDLR) et du transporteur de 
cholestérol ABCG 1 mais diminuent l'expression du transporteur ABCA 1 et de 
l' enzyme PCSK9 [26]. Notre laboratoire a aussi démontré que l' obésité module 
l' expression de protéines impliquées dans le transport des lipides durant la grossesse 
[25]. L' obésité provoque une augmentation de l' expression de FAT/CD36 
(transporteur des acides gras) et de l' activité de l' enzyme LPL (lipoprotein lipase) ainsi 
qu ' une diminution de l'expression des protéines de liaisons aux acides gras FABPI et 
F ABP3 [25]. Ces modulations conduisent à une accumulation de cholestérol dans le 
placenta et peuvent avoir des conséquences graves pour le fœtus. En effet, 
l' accumulation de lipides conduisent à une augmentation de la synthèse de cholestérol 
et d ' acides gras qui finissent par provoquer un stress oxydatif à l'intérieur de la cellule 
[29]. Ce stress oxydatif peut ensuite avoir un impact considérable sur le métabolisme 
du fœtus . C'est pourquoi il est important d ' étudier et de comprendre l' impact des 
troubles du métabolisme sur le transport lipidique. 
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Le cho lestéro l est un lipide très important lors du développement fœta l. Durant 
la grossesse, la synthèse de cho lestéro l est augmentée suite aux besoins élevés de la 
mère et du fœtus [30, 3 1]. Dans ce projet de recherche, nous nous sommes concentrés 
sur le transport du cholestéro l et, plus particulièrement, sur l' impact de l'obésité et du 
GDM sur les protéines de transport du cholestéro l Niemann Pick type C 1 (NPC 1 ), 
Niemann Pick type C 1 like 1 (NPC 1 LI) et Niemann Pick type C2 (NPC2). Ces 
protéines font partie de la famille des protéines Niemann Pick type C (NPC) et sont 
hautement exprimées dans le cerveau, le foie et l' intestin. NPC 1 et NPC2 transportent 
le cho lestéro l intracellulaire dans la voie endosomale/ lysosomale pour transférer le 
cholestérol apporté par les lipoprotéines aux différents compartiments intracellulaire 
[32, 33]. Ces protéines ont été découvertes chez des patients atteints d ' une mafadie 
neurodégénérative autosomale récessive. Cette maladie est causée par une mutation des 
gènes NPCJ et NPC2 cond uisant à des protéines non fonctionnelles, ce qui induit une 
accumu lation lysosomale des triglycérides (TG), des dommages intracellulaires et des 
dommages cérébraux [32]. Une étude de Burke et al [34] a démontré que deux de ces 
protéines, NPC 1 et NPC 1 LI sont exprimées dans le placenta humain. Nos hypothèses 
sont que les trois protéines NPC 1, NPC2 et NPC 1 L 1 sont exprimées dans le placenta 
humain à termes, et que l'obésité et le GDM a un impact sur l' expression de ces 
protéines ce qui perturberait le transport du cholestérol placentaire. 
CHAPITRE 1 
REVUE DE LITTÉRATURE 
1. 1 Le placenta, une interface foeto-placentaire 
1.1 .1 Le développement du placenta 
L'implantation du blastocyste après l' étape de fécondation est l'étape clé de la 
formation du placenta. Une fois cette étape terminée, la couche cellulaire 
trophoblastique du blastocyste va proliférer rapidement, migrer et les trophoblastes 
vont former deux couches cellulaires dans l'endomètre de la mère : une couche de 
cytotrophoblastes (CT) interne et une couche externe. Ces deux couches cellulaires 
vont emprunter deux types de différenciation différentes : le type villeux et le type 
extravilleux [13 , 23] 
~ Différenciation des CT en CT extravilleux 
Les CT vont proliférer et vont pénétrer la couche cellulaire externe appelée 
syncytiotrophoblaste (ST) et forment ainsi des colonnes de CT de type extravilleux. 
Cette section se retrouve ainsi à l' interface du compartiment fœto-maternel. Les CT 
extravilleux possèdent un caractère invasif dans la paroi utérine de la mère et vont 
remodeler le système sanguin . À ce moment, les CT se différencient en trophoblastes 
endovasculaires et envahissent les vaisseaux sanguins maternels [35]. La migration des 
CT extravilleux dans la décidua utérine de la mère est permise grâce à l'activité 
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sécrétrice de ces cel lules. Effect ivement, les CT extravi lleux sécrètent des enzymes 
te lles que de la collagénase de type rv, des méta lloprotéinases, des ~-glucuron i dases , 
des am inopeptidases, de la cathepsine B et de l' UPA (activateur plasm inogen de type 
urokinase) . Ils sécrètent aussi le récepteur de l' UPA ainsi que de la laminine. Cet 
ensemble de protéines vont permettre de dégrader la matrice extracellulaire et de 
favo riser ainsi l'expansion des CT extrav illeux dans la déc idua maternelle. La sécrétion 
· de ces enzymes est régulée par la production de facteurs de cro issance par le placenta 
te l que le TGF- ~ [ 13, 23]. 
);> Différenciation des CT en CT villeux 
Les CT de type vill eux ne possèdent pas de caractère migratoire. Après avoir proli fé rés 
et s'être différenciés, ces ce llules vont fusionner avec leST qui est la couche cellula ire 
externe fo rmée grâce à la fusion de CT. Cette couche cellulaire va recouvrir les 
villos ités chorioniques. La première ébauche des villosités, les villos ités primaires sont 
fo rmées à partir des invaginations du ST due à la migration des CT. Les villos ités 
secondaires sont fo rmées une fo is que les invaginations sont fa ites grâce à l' expansion 
du mésenchyme fœta l. Enfin , les villosités tertiaires contiennent les capillaires fœtaux 
[1 3, 35]. 
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Figure 1.1 Placental cells at the maternal-fetal interface. CT : cytotrophoblast; OC : 
decidual cell; EC : endothelial cell ; egEVT : endoglandular extravillous trophoblast; 
enEVTs : endovascular; EpC : epithelial cell; EVT : extravillous trophoblast; tBV : 
fetalblood vessel ; GC : giant trophoblast cells; iEVT : interstitialextravillous 
trophoblast; SMC : smooth muscle cell; ST: syncytiotrophoblast. Figure issue de 
Costa (20 1 6) [3 5]. 
)> Le placenta, un organe haemochorial 
Durant le premier trimestre de grossesse, le placenta se développe dans un 
environnement dit pauvre en oxygène, due au système sanguin très limité. Cette 
condition est très importante pour la différenciation des CT au début de la grossesse 
ainsi que pour leur fonction [14]. La vascularisation du placenta ainsi que du fœtus 
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commence plus tard à partir de la 1 oe semaine de grossesse où le sang materne l se 
répand dans les artères spirales jusqu ' à l' espace intervilleux. Le cordon ombilical 
recouvre 1 'artère qui envo ie le sang désoxygéné ainsi que les déchets du fœtus aux 
villos ités placentaires pour être éliminés, et une ve ine qui envoie le sang oxygéné de la 
c irculation maternelle au fœtus. Cette vasculari sation prend place une fois que la 
vasculogénèse et la fo rmation des vaisseaux sanguins est terminée et permet 
d 'échanger les gaz respi ratoires, d ' éliminer les déchets ainsi que d ' échanger les 
nutriments pour la croissance du fœtus [1 3, 14]. 
1.1.2 Un organe multi fo nctionne l 
Le placenta est organe complexe et possède de nombreuses fo nctions non 
seulement pour le développement embryonnaire et du fœtus mais aussi pour le maintien 
et le bon déroulement de la grossesse . Ces deux processus demandent énormément 
d ' énergie chez la mère [3 5]. 
1.1 .2. 1 Fonction endocrine 
Le placenta a une fonction hormonale très importante durant la grossesse. En 
effet, il sécrète des hormones nécessaires au maintien et au bon déroulement de la 
grossesse. Les hormones stéroïdes tels que l'œstrogène et la progestérone ont une 
fo nction bien déterminée. La progestérone est sécrétée durant la grossesse par le 
placenta et permet de maintenir l' endomètre, de réduire l' activité myométriale, 
d ' inhiber les réponses immunologiques de la mère contre les antigènes du fœtus et 
enfi n est un précurseur pour la production d ' hormones stéroïdes pour le fœtus [36]. Les 
-- - -----------------
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oestrogènes (l 'oestrone El , l' oestradiol E2 et l' oestriol E3) sont des hormones de 
croissance sécrétées par le placenta pour maintenir la cro issance des organes 
reproducteurs chez la mère : la poitrine, l' utérus, et le vagin [13]. L'œstrogène permet 
aussi de maintenir la croissance de l' endomètre au cours de la grossesse. Elle régule la 
vasodi latation et l' angiogénèse pour conserver le flux sanguin dans la circulation 
maternelle et fœtale [35]. Le placenta ne produit pas uniquement des hormones 
stéroïdes. L' hormone hCG (human chorionic gonadotroph ine) est une hormone 
lutéotrophique sécrétée uniquement durant la grossesse qui maintient le corpus luteum 
à produire de la progestérone [37]. Après 6 à 8 semaines, lorsque le placenta est capable 
de produire de la progestérone, le niveau d ' hCG sécrétée diminue. El le joue de plus un 
rôle dans la différenciation des CT au début de la grossesse. Le placenta sécrète une 
autre hormone appelée hPL (human placenta! lactogen) qui stimule la croissance des 
tissus mammaires afin de favoriser la lactation lorsqu ' e lle est libérée dans la circulation 
maternelle et stimule le développement embryonnaire lorsque libérée dans la 
circulation fœta le [14, 23]. Dans le placenta, il a été démontré qu ' elle inhibe la 
sécrétion de leptine [38], une hormone sécrétée par le placenta à des taux élevés durant 
la grossesse [39]. Il a été démontré que hPL régule le métabolisme du glucose en 
augmentant sa disponibilité et son transport vers le fœtus [ 40]. 
1.1.2.2 Un rôle protecteur et é limination des déchets 
Le placenta possède de multiples fonctions mises en place grâce à une 
vascularisation importante entre la circulation maternelle et fœtale. Effectivement, le 
placenta a pour fonction d ' oxygéner le fœtus en développement, de lui fournir l' eau 
nécessaire, les glucides, les acides aminés, les lipides, les vitamines et les minéraux 
nécessaires à sa croissance. Etant donné que le fœtus en développement possède des 
structures immatures, le placenta assume à sa place ces fonctions. En effet il est capable 
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de métaboliser des substances provenant de la circulation maternelle afin de les rendre 
utilisables par le fœtus. Il a de plus un rôle protecteur en éliminant la plupart des déchets 
métaboliques produits par le placenta et en formant une barrière physique empêchant 
les xénobiotiques et les infections/maladies d' être transmises au fœtus [ 13]. 
LeST constitue la cellule endocrine et fonctionnelle du placenta et est composé 
de deux membranes par lesquelles les nutriments doivent traverser pour atteindre la 
circulation fœtale : la membrane à microvillosités (MVM), faisant face à la circulation 
maternelle, et la membrane basale (BM), faisant face à la circulation fœtale [ 41 , 42]. 
1.1 .2 .3 Transport des nutriments 
Durant la grossesse, le métabolisme et le transport des nutriments à travers le 
placenta subit beaucoup de modifications qui sont influencées par de nombreux 
facteurs . Les principaux facteurs sont la tension d'oxygène et le flux sanguin dans 
l' espace intervilleux dont la composition change beaucoup au cours de la grossesse et 
influencent 1 ' expression des protéines de transport clés [ 13, 17]. 
~ Gaz respiratoires 
Le placenta a pour première fonction d'oxygéner le sang fœtal en permettant la 
diffusion directe de l' oxygène de la circu lation maternelle à la circulation fœtale et du 
dioxyde de carbone de la circu lation fœtale à la circulation maternelle pour son 
élimination. Afin de favoriser cet échange, l' hémoglobine présente dans la circulation 
fœtale possède une affinité pour l'oxygène plus élevée et pour le co2 plus faible que 
celle présente dans la circulation maternelle [ 13]. 
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);> Calcium 
Le calcium (Ca2+) est un élément essentiel essentiel pour la formation des os et pour 
la contraction musculaire. Le transfert du Ca2+ est alors crucial pour le développement 
squelettique du fœtus et constitue un important second messager pour la signalisation 
intracellulaire [43]. Il a été démontré que le transfert du calcium augmente avec 
l'avancement de la grossesse [43). Le Ca2+ traverse la membrane MVM à l' aide d ' une 
pompe à Ca2+ dépendant de l' ATP, et à un transporteur Na+/Ca2+ (Na+/Ca2+ exchanger) 
[43]. A l'intérieur du placenta, la calmoduline, une protéine de liaison au calcium est 
exprimée et augmente le transfert du Ca2+ à travers la membrane BM . La pompe Ca2+ 
dépendante de 1 'A TP est aussi présente du côté fœtal au niveau de la membrane BM 
[ 44]. Le transfert du Ca2+ à travers le placenta est hautement régulée. Il est régulé en 
premier lieu par les concentration intracellulaire en Ca2+ qui module l' expression de 
protéines clés. Il est régulé par la voie des protéines kinases MAPK, l' adénylate cyclase 
(AC), la phospholipase C (PLC) [45] et la calcitonine, une hormone hypocalcémique 
[ 46]. Les récepteurs de la calcitonine sont exprimées des deux côtés des membranes du 
ST [ 47). 
);> Glucides 
Les glucides représentent la première source d 'énergie utilisée par le fœtus. Le glucose 
est notamment le plus utilisé, dont la majeure partie provient de la circulation 
maternelle. La quantité de glucose synthétisée de novo par le fœtus est extrêmement 
faible étant donné qu'il n ' est pas assez développé [16, 17]. C'est là qu ' intervient le 
placenta. Il possède des transporteurs de glucose appelés GLUTs (glucose transporters) 
exprimés au niveau des deux membranes placentaires (MVM et BM). Ceci permet au 
glucose de traverser la MVM du ST face à la circulation maternelle, de traverser 
l'intérieur du placenta puis d ' être libéré dans la circulation fœtale à travers la BM dans 
les capillaires fœtaux . Le transport du glucose à travers le placenta se fait suivant un 
gradient de concentration du glucose [ 13, 17]. Il existe plusieurs transporteurs de 
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glucose qui n'ont pas la même fonction physiologique : G LUT -1 a pour rôle de 
transporter le glucose au niveau des deux membranes du ST [45]. GLUT-3 est située 
uniquement au niveau des cellules endothéliales des capillaires fœtaux et aurait une 
fonction régulatrice du glucose libéré dans la circulation fœtale. GLUT-4 est un 
transporteur sensible à l' insuline qui a aussi une fonction régulatrice du glucose en 
favorisant le stockage du glucose dans les cellules sous forme de glycogène, lorsque le 
taux d' insuline augmente. GLUT-8 est un transporteur de glucose exprimé à la fin de 
la grossesse [ 13]. Le transport de glucose à travers le placenta est un mécanisme 
complexe sensible aux changements physiologiques occurrent durant la grossesse, 
c' est pourquoi il est étroitement régulé par des hormones de croissance (GH), des 
hormones stéroïdes et bien sûr par l' insuline [13 , 16, 17]. 
);> Acides Aminés 
Les acides aminés sont transportés à travers le placenta et peuvent être métabolisés par 
le fœtus afin de synthétiser des protéines. Etant donné que la concentration d' acides 
aminés est plus élevé dans la circulation fœtale que dans la circulation maternelle, leur 
transport se fait donc de manière active [17]. Il existe plusieurs types de transporteurs 
d 'acides aminés qualifiés d' hétérodimériques ou bien monomériques exprimés dans le 
placenta. Les transporteurs hétérodimériques sont les suivants : les transporteurs du 
système L qui transportent les acides aminés neutres, les transporteurs du système y + 
L qui échangent des acides aminés cationiques pour des acides aminés neutre et des 
ions sodium (Na+) et les transporteurs du système b o,+ qui transportent des acides 
aminés cationiques [17, 48]. Il existe deux isoformes du système L, LATI et LAT2, 
qui sont présents des deux côtés du ST, mais avec une prédominance au niveau de la 
membrane MVM [49]. Les transporteurs monomériques exprimés dans le placenta sont 
les suivants : transporteurs du système y+ qui transporte les acides aminés cationiques 
avec l'aide des ions Na+, le système x- qui transportent les acides aminés glutamate et 
aspartate (chargés négativement) par transport actif à l' aide d ' un gradient ionique, le 
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système ASC dépendant du Na+ qui transporte les acides aminés comme alanine, sérine 
et cystéine qui sont neutres et enfin un autre transporteur d 'acides aminés neutres 
dépendant du sodium, le système A [ 17, 48]. L' expression ainsi que l' activité des 
transporteurs des acides aminés dans le placenta est régulée par plusieurs facteurs tel 
que les hormones (stéroïdes, hormone de croissance GH, insuline), des cytokines 
(TNFa, interleukine 6), mTOR et IG F II [ 17]. 
);> Lipides 
Les lipides constituent une source d ' énergie métabolique importante pour le 
développement du fœtus [13]. Il existe plusieurs lipides important pour les processus 
biochimiques intracellulaires : les acides gras libres, les TG, les phospholipides, les 
glycolipides, les sphingolipides, le cholestérol, les cholestérols esters, les vitamines 
lipophiles, et tout autre composé protéique lié à des gras [13]. 
Le cholestérol fait partie des TG et est un élément essentiel pour le 
développement embryonnaire et fœtal. C' est un précurseur de nombreuses molécules 
bioactives importantes pour l' organisme tels que les hormones stéroïdes . Le cholestérol 
est aussi un lipide fondamental pour l' intégrité des membranes cellulaires, où il forme 
des microdomaines nécessaires pour les cascades de voies de signalisation 
intracellulaire [ 41]. 
Les acides gras sont utilisés pour conserver la fluidité des membranes 
cellulaires et la fonction des membranes dans la communication et signalisation 
cellulaire. Ils sont aussi utilisés comme précurseurs de composés bioactifs comme les 
prostacyclines et les prostaglandines [50]. Les acides gras sont essentiels pour le 
développement du fœtus en particulier les acides gras à longues chaînes polyinsaturées 
(LCPUFA), qui sont primordiaux pour le développement du cerveau [50, 51]. Etant 
donné qu'ils ne sont pas synthétisés par l' organisme, ils sont fournis par l' alimentation 
maternelle et sont transmis au fœtus par l' intermédiaire du placenta [50]. 
----------------- -------
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Etant donné que le fœtus ne peut pas synthétiser les lipides de novo, les lipides lui sont 
fournis par la mère via le placenta [ 13]. 
1.1.3 Mécanismes du transport placentaire des lipides 
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Figure 1.2 Le syncytiotrophoblaste, unité fonctionnelle de transport des 
lipides. F ABP : Fatty ac id binding prote in, FA TP: Fatty ac id transport prote in , CD36 
: glycosylated FAT protein, LDL: low density lipoprotein, VLDL: very low density 
lipoprotein, HDL: high density lipoprotein, AGL : Acide gras libre, CHOL: cholestérol, 
SRBI : Scavenger receptor class B member 1, ABCA 1: A TP-binding cassette 
subfamily A member 1, ABCG 1 : ATP binding cassette subfamily B member 1. 
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1.1.3 .1 Transport des acides gras 
Les acides gras se retrouvent dans la circulation maternelle soit non estérifiés 
(NEF As) soit estérifiés sous forme de TG [17]. Les acides gras non estérifiés se 
déplacent dans la circu lation liée à des protéines plasmatiques telle que l' albumine. 
Une fois arrivés aux microvillosités du ST, les acides gras libres liés à l' albumine 
peuvent directement traverser la membrane par diffusion passive [13] ou bien à l'aide 
de protéines de transport de la famille des FA TP (fatty acid transport protein), 
F AT/CD36 (glycosylated FAT protein) [17, 50] et F ABPpm (membrane fatty ac id 
binding protein) [52, 53). Les protéines de la fami lle des FA TP les plus exprimées dans 
le placenta au niveau de la membrane MVM sont les FA TP4 qui jouent 
particulièrement un rôle dans l' absorption des acides gras LCPUFA [17, 54]. 
FA T/CD36 est exprimé au niveau des deux membranes du ST, alors que pF ABPpm est 
exprimée seulement au niveau de la membrane MVM [50, 52]. A l' intérieur de la 
cellule les ac ides gras vont être transportés à différents sites pour être estérifiés, sub ir 
une béta-oxydation ou alors traverser la cellule à l'aide des protéines de liaison FABPs 
(fatty ac id binding prote in) pour être transportés vers la circulation fœtale [ 13, 17, 50]. 
Les protéines F APB sont H-FABP (heart-fatty acide binding protein) et L-FABP (li ver 
fatty acid binding protein) qui ont été premièrement découvertes dans le cœur et dans 
le foie, respectivement [50]. Une autre protéine impliquée dans le transport placentaire 
des acides gras est la LPL qui est très importante pour l' absorption des acides gras 
NEF A, et dont on parlera plus loin dans la section du transport des TG [ 17]. 
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1.1.3 .2 Transport des TG 
Les TG arrivent au placenta par la circulation sangume, associés aux 
lipoprotéines. Il existe trois types de lipoprotéines: les lipoprotéines de faible densité 
LDL, de très faible densité VLDL et de haute densité HDL. Les lipoprotéines sont 
composées d'apolipoprotéines (Apo-B 100, A po-A 1, ApoD ou ApoE) et de lipides 
(triglycérides ou cholestérol) [55 , 56] . Leur composition en apolipoprotéines et en 
lipides est cependant différente. Les apolipoprotéines ont un rôle important dans le 
métabolisme des lipoprotéines car el les contribuent à leur solubi li sation dans le plasma 
et permettent leur reconnaissance par les récepteurs spécifiques [57]. Les lipoprotéines 
(LDL, VLDL, et HDL), se lient à leurs récepteurs respectifs LDLR, VLDLR et SRBI 
(scavenger receptor type 1) retrouvés sur la membrane du ST [41 , 58, 59] et sont 
hydrolysées à la surface du ST sous l'action d' une enzyme appelée lipoprotéine lipase 
(LPL). Néanmoins SRBI ne se lie pas uniquement aux HDL mais aussi aux LDL [17]. 
À ce moment, le complexe lipoprotéique libère les acides gras libres non estérifiés 
(provenant des triglycérides) et les glycérols [60]. Les acides gras libres peuvent 
ensuite traverser le ST (voir section sur le transport des acides gras) . 
1.1.3.3 Transport du cholestérol 
De même que les TG, le cholestérol est transporté dans la circu lation maternelle 
jusqu ' au placenta, associé à des lipoprotéines LDL, VLDL ou bien HDL. Une fois 
arrivées au placenta, les lipoprotéines se lient à leurs récepteurs spécifiques (LDLR, 
VLDLR et SRBI) respectivement [58, 59]. À cet instant, plusieurs voies d' absorption 
du cho lestérol sont possibles. Le complexe lipoprotéine/cholestérol peut être 
internalisé par le placenta grâce à la liaison avec le récepteur FA T/CD36. Une fois 
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internalisé, le complexe se désagrège dans les endosomes/ lysosomes à l' aide des 
endosomes lipases. Le cholestérol est transporté à l' extérieur des 
endosomes/ lysosomes et les apolipoprotéines sont dégradées. À ce moment les 
récepteurs des lipoprotéines sont soit recyclés à la membrane MVM soit dégradés . Une 
fois à l' extérieur de la cellule, le cholestérol peut être utilisé par la cellule pour divers 
processus biologiques ou bien être transporté dans la circulation fœtale ou maternelle 
[58, 59]. Une deuxième voie possible est l' hydrolysation des lipoprotéines après leur 
liaison aux récepteurs, à l' aide de l' enzyme LPL. A partir de là, le cholestérol libre peut 
diffuser à travers le placenta. La famille des transporteurs ABC est aussi impliquée 
dans l' absorption et l' efflux du cholestérol dans le placenta. ABCA 1 et ABCG 1 sont 
des transporteurs de cholestérol exprimé dans le placenta. Stefulj et al. (2009) a 
démontré l'expression des deux transporteurs au niveau de la membrane MVM [61]. 
Néanmoins, Aye et al. (20 1 0) a montré que ABCA 1 était exprimé au niveau apical 
(MVM) et ABCG 1 au niveau basal (BM) du ST [62]. L'expression de ces transporteurs 
au niveau des membranes placentaires reste encore à être éluciée. Ces transporteurs ont 
dans les deux cas un rôle dans 1 'efflux du cholestérol soit dans la circulation maternelle 
soit dans la circulation fœtale en fonction de leur expression [61 , 62]. 
Le transport des lipides dans le placenta est régulé par de nombreux récepteurs 
nucléaires qui agissent comme des facteurs de transcription : PPAR y (Peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma), RXR (rétinoid X receptor) [63] , LXR (Liver X 
receptor)[64] , et SREBPl (sterol regulatory element-binding protein 1) [65]. Ces 
éléments répondent aux concentrations intracellulaires des lipides en régulant 
l' expression des gènes impliqués dans le transport du cholestérol [63 , 66]. 
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1. 1 .4 Régulation du transport des nutriments 
Le transport des nutriments est régulé par plusieurs signaux présents dans la 
circulation maternelle (adipokines, hormones, et les nutriments) dans le placenta 
(cytokines, hormones, mammalian target of rapamycin (mTOR), peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPARs), signal transducers and activators of 
transcription (ST A Ts)) mais aussi dans la circulation fœtale ((IGF 11) insu lin like grow 
factor Il et parathyroid hormone-related peptide (PTHrp )) [ 17]. Une modification dans 
ce système de régulation peut avoir des impacts majeurs sur le développement du fœtus 
et engendrer des maladies graves tels que I'IUGR ou la LGA [17]. 
La voie endosomale/ lysosomale du transport du cholestérol une fois que les 
lipoprotéines sont dégradées dans les endosomes tardifs/lysosomes est encore peu 
connue. En effet, on sait que le cholestérol estérifié sort de l' endosome tardif mais les 
protéines impliquées ne sont pas connues. Néanmoins on sait que dans d ' autres cellules 
spécialisées, dans d ' autres organes du corps tel que le foie, l'intestin et le cerveau, le 
transport du cholestérol intracellulaire est connu et les protéines impliquées dans ce 
transport sont celles de la famille Niemann Pick C (NPC) . 
1.2 Les protéines Niemann Pick C 
Une fois que les LDL-cholestérol (lipoprotéine liée au cholestérol) sont absorbées 
par les cellules, ils sont ensuite hydrolysés dans les endosomes tardifs/ lysosomes 
(LE/LY) . Ce cholestérol libre est estérifié et est transporté à l' extérieur des LE/L Y dans 
le cytoplasme où il va être redirigé vers les différentes organelles de la cellule pour être 
utilisé par la cellule. Les protéines NPC sont impliquées dans le transport du 
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cholestérol via la voie intracellulaire des lysosomes/endosomes dans le foie , l' intestin 
et le cerveau . Les deux protéines NPC impliquées dans la voie endosomale du 
cholestérol sont NPC 1 et NPC2 [67]. Ces protéines ont été découvertes chez des 
patients atteints d ' une maladie neurodégénérative appelée Niemann Pick C. C'est une 
maladie autosomale récessive due à une accumulation de lipides tels que de cholestérol 
non estérifié, des sphingolipides, et des glycolipides dans les lysosomes des cellules du 
foie , de l' intestin et du cerveau [68, 69]. Les symptômes de cette maladie sont une 
neurodégénérescence, une hépatosplénomégalie, qui peuvent provoquer la mort des 
patients [70]. Des études génétiques ont montré que l' accumulation de lipides est 
causée par des mutations des gènes NPCJ et NPC2. 95% des cas de maladie sont causés 
par une mutation du gène NPCI et 5% sont causés par une mutation de NPC2 [71]. Ces 
mutations modifient la structure des protéines les rendant non fonctionnelles [72]. 
Pentchev et al. (1994) ont montré qu ' il y avait un défaut dans l' estérification du 
cholestérol dans des fibroblastes NPC déficients [73]. A partir de là, de nombreuses 
études ont confirmé le rôle des protéines NPC dans le foie , l'intestin et le cerveau chez 
l' humain [33 , 74-80]. 
1.2.1 NPC 1 
La protéine NPC 1 est une glycoprotéine transmembranaire exprimée au niveau des 
membranes plasmiques des endosomes tardifs et des lysosomes [81 , 82]. C ' est une 
glycoprotéine de 1278 acides aminés d ' un poids moléculaire d ' environ 142kDa [71]. 
NPCl possède de plus 14 sites de glycosylation chez l'humain et la souris [71]. Elle 
possède un domaine SSD (sterol-sensing domain) homologue à toutes les protéines 
impliquées dans le métabolisme du cholestérol comme par exemple NPC 1 Ll (NPC 1 
like protein 1) ou la HMG-CoA reductase qui intervient dans la synthèse du cholestérol 
[71 , 83, 84]. Ce domaine est nécessaire à ces protéines pour la liaison avec le 
21 
cholestérol [81 , 83). La protéine NPC 1 possède aussi un domaine hydrophile à son 
extrémité N-terminale, qu 'on appelle NPC domaine (NTD). Le domaine NTD confère 
à la protéine une hétérodimérisation et se retrouve aussi dans la partie luminale des 
endosomes/lysosomes [33 , 72). Le domaine NTD est responsable de la liaison avec le 
cholestéro l [85 , 86). NPC 1 peut se lier de même aux dérivés du cholestérol. Il est 
important de noter que NPCl lie le cholestérol à son extrémité 3~-hydroxyle (3~-oH ­
) laissant le côté isooctyll ibre pour la liaison à N PC2 [85). NPC 1 est exprimé dans tous 
les tissus de l' organisme avec une expression plus élevée dans le foie [33] et dans le 
placenta [34). 
1.2.2 NPC2 
La protéine NPC2, aussi connue sous le nom de HE 1 au niveau de 1 'épididyme 
[75] , est une glycoprotéine soluble, localisée à l' intérieur des LE/LY. NPC2 est 
exprimée de manière ubiquitaire [74-77). Cette protéine est aussi sécrétée dans le lait, 
la bile ainsi que dans le plasma [87). C' est une petite protéine de seulement 132 acides 
aminés qui possède trois sites de glycosylation [87). NPC2 lie le cholestérol au niveau 
de la chaîne isooctyl (qui est hydrophobe). Cette conformation fait en sorte que NPC 1 
et NPC2 lie le cholestérol de manière opposée, afin de favoriser le transfert du 
cholestéro l entre NPC2 et NPCI [85 , 88). Son expression dans le placenta n' est pas 
connue. 
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1.2 .3 NPC 1 LI 
NPC1 LI est une protéine impliquée dans l' homéostasie du cholestérol. Elle a été 
découverte due à son homologie avec NPC 1. Leur différence repose sur leur 
localisation dans la cellule. NPC 1 LI est une protéine transmembranaire contenant 13 
domaines transmembranaires, mais qui est exprimée au niveau de la membrane 
plasmique cellulaire et non dans les endosomes tardifs et lysosomes. Elle possède aussi 
un peptide signal similaire à NPCl avec un domainte N-terminal (NTD) et un domaine 
sterol sensing (SSD) [78]. Des études ont cependant montré que NPC 1 Ll ne se retrouve 
pas uniquement au niveau de la membrane plasmique mais transit entre les 
compartiments intracellulaires et la membrane cellulaire, un phénomène qui dépend du 
métabolisme du cholestérol [78]. NPC 1 L 1 est hautement exprimée dans le petit 
intestin, où elle a pour rôle d' absorber le cholestérol intestinal [78, 79] et dans le foie 
[80]. Dans le petit intestin, NPClLI est exprimée au niveau de la membrane 
basolatérale des entérocytes où elle absorbe le cholestérol alimentaire à l' intérieur de 
la cellule . Au niveau du foie, elle est exprimée au niveau de la membrane cellulaire des 
hépatocytes dans les canalicules biliaires où elle réabsorbe le cholestérol biliaire [78]. 
NPClLl absorbe le cholestérol du milieu extracellulaire par endocytose médiée par 
des récepteurs. Elle a pour fonction principale d' absorber le cholestérol alimentaire et 
de diminuer la perte de cholestérol en le réabsorbant des canalicules biliaires [78]. 
Burke et al. 2009 ont montré qu ' elle était exprimée dans le placenta humain et 
d ' hamster [34]. 
23 
1.2.4 Mécanisme du transport intracellulaire du cho lestéro l 
Comme nous l' avons précisé dans la section sur le transport du cholestérol , le 
cholestéro l est transporté dans la circulation sanguine lié aux lipoprotéines . Une fois 
arrivé aux cellules nécessitant du cholestérol, les LDL-cho lestérol sont internalisées 
[89]. Une fois internalisées par endocytose médiée par un récepteur spécifique, les 
LDL-cholestérol à l' intérieur des LE/LY sont hydrolysés, et le cholestérol se retrouve 
sous forme non estérifiée. Afin de pouvoir être utilisé par la ce llule, le cho lestérol non 
estérifié doit sortir des LE/L Y, une action réalisée par les protéines NPC. Sous la forme 
non estérifiée, le cho lestérol expose une extrémité 3 p-oH- où va se lier la protéine 
NPC2. NPC2 ne peut pas traverser la bicouche lipidique de la membrane plasmique de 
l'endosome due à son caractère hydrophile. NPC2 transfère alors le cholestérol à la 
protéine NPC 1 transmembranaire au niveau de la membrane des LE/L Y. NPC 1 
contrôle ensuite l' efflux du cholestérol à l'extérieur des lysosomes, afin qu ' il soit 
redistribué vers les compartiments cellulaires pour exercer son rôle [67, 90]. Le niveau 
de cho lestérol intracellulaire module l' expression de nombreux gènes impliqués dans 
le métabolisme du cho lestérol. Par exemple, le niveau de cholestéro l non estérifié 
stimule l'expression de l'enzyme acyi-CoA cholesterol acyltransferase (ACAT), pour 
son estérification au réticulum endop lasmique (RE) [72]. 
Le mécanisme de transport dans la voie endosomale/lysosomale du cholestérol 
est connu et a été démontré dans le foie, l' intestin et le cerveau. Cependant, les 
mécanismes du transport intracellulaire du cholestéro l dans le placenta ne sont pas 
connus même si le mécanisme d' absorption du cholestérol médiée par la liaison des 
LDL-CHOLI LDLR est le même. Burke et al. (2009) [34] ont étudié l' impact d ' un 
régime élevé en cho lestéro l chez des hamsters sur la quantité de cholestéro l transporté 
au fœtus , et l' impact sur l'expression des protéines impliquées dans le transport du 
cholestérol dont NPC 1 et NPC 1 LI. fi s ont démontré que l'expression de NPC 1 diminue 
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avec un régime alimentaire supplémenté en cholestérol alors que NPC 1 LI augmente. 
Ceci démontre que ces protéines sont sensibles au métabolisme du cholestéro l [34]. 
Néanmoins leur rôle dans le placenta humain n' a pas encore été démontré, mais on 
suppose que le mécanisme de transport dans le placenta serait le même que dans le fo ie 
(Figure 1.2) . 
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Figure 1.3 Rôle théorique des protéines Niemann Pick C dans le transport 
du cholestérol placentaire. F ABP : Fatty ac id binding prote in, FA TP: Fatty ac id 
transport protein, CD36 : glycosylated FAT protein, LDL: low density lipoprotein, 
VLDL: very low density lipoprotein, HDL: high density lipoprotei n, AGL: Acide gras 
libre, CHOL: cholestérol, SRBI : Scavenger receptor class B member 1, ABCA 1: A TP-
binding cassette subfamily A memberl , ABCG 1 : ATP binding cassette subfamily B 
member 1, NPC I : Niemann Pick-C de type 1, NPC2 : Niemann pick-C de type 2, 
NPC 1 L 1: Niemann Pick-C 1 like 1. LE/L Y : Endosome tardif/Lysosome. 
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1.2.5 Régulation de l' expression des protéines NPC 
L' expression de la plupart des protéines impliquées dans le métabolisme des 
lipides sont régulées par le niveau de stérols intracellulaire. La séquence des gènes · 
impliqués dans le métabolisme des lipides possèdent dans leur région promotrice une 
séquence élément de réponse appelée sterol regulatory element binding site où se lient 
des facteurs de transcription tel que SREBP (sterol regulatory element binding prote in) 
en réponse à une augmentation ou une diminution des stérols intracellulaire [72]. Il a 
été reporté que NPC 1 est hautement régulée au niveau post-transcriptionnel par le 
récepteur nucléaire LXR qui augmente l' expression de l' ARNm ainsi que de la protéine 
NPC1 [33]. Yu et al. (2012) a de plus montré que les Ox-LDL (lipoprotéines LDL 
oxydées) augmente l' expression de I' ARNm et de la protéine NPCJ dans les 
macrophages [33 , 91]. Cette amplification est médiée par la voie intracellulaire 
ERI0/2 1 COX2 /PP ARa, une voie de signalisation connue pour son implication dans 
le métabolisme des lipides [91]. L'expression génique et protéique de NPC 1 est aussi 
régulée par les acides gras alimentaires par rétrocontrôle négatif médiée par la voie de 
signalisation de SREBP [33]. L' expression de NPC 1 est de plus régulée au niveau 
traductionnel par des petites molécules d ' ARN appelés micro ARN (miARN) qui se 
lient à l' ARNm et modifient son expression. Dans ce cas, l' expression du ARNm de 
NPC 1 est régulée à la baisse par les miR33a et b [33]. La protéine NPC 1 impliquée 
dans la maladie Niemann Pick C est une protéine mal repliée due à une mutation 
génétique qui provoque la traduction d ' une protéine non fonctionnelle mal repliée. Il 
a été démontré que cette protéine mutante est reconnue par le protéasome et est donc 
dégradée [92]. Du et al. (20 15) ont montré récemment que la dégradation médiée par 
le protéasome est activée par la signalisation Akt [93]. 
Quant aux protéines NPC2 et NPCI LI , il se trouve que NPC1Ll régule 
l' expression protéique de NPC2 [94]. En effet, les deux protéines ont des rôles 
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antagonistes. Dans le fo ie, NPC2 est sécrétée dans la bile et stimule la sécrétion biliaire 
du cholestérol en favo ri sant l'export de cholestérol par les transporteurs ABCG5 et 
ABCG 8 [95 , 96]. Yamanashi et al. (20 12) ont montré que NPC 1 L 1 inhibe la maturation 
protéique de NPC2 en augmentant la dégradation protéique de NPC2. Cette inhibition 
diminuerait la sécrétion biliaire du cholestérol ce qui confirme le rôle de NPC 1 L 1 qui 
est de réabsorber le cholestéro l biliaire pour éviter la perte de cholestérol [94] . 
NPC 1 L1 est régulé au niveau transcriptionnel par SREBP en réponse au cholestérol 
intracellulaire dans des lignées cellulaires [78]. Il se pourrait de plus qu 'elle so it régulée 
par de nombreux récepteurs nucléaires étant impliqués dans la régulation de 
l' absorption intestinale du cholestérol : PPARa, PPAR8, LXR et RXR [78]. D'après 
toutes ces informations, ces protéines étant impliquées dans le métabolisme et transport 
du cholestérol sont étroitement régulées par les vo ies de signalisation impliquées dans 
le métaboli sme des lipides. Étant donné que 1 'altération de ces vo ies de signalisation 
est un trait caractéristique dans les troubles métaboliques comme le diabète de type II, 
l' obésité et l' hypercholestérolémie mais aussi dans le diabète gestationnel chez les 
femmes enceintes, il est important de connaître l' impact de ces troubl es métaboliques 
sur l' express ion des protéines NPC. 
1.2.6 Interaction entre les pathologies métaboliques et les protéines NPC 
1.2.6.1 La résistance à l' insuline et diabète de type 2 
De nombreuses études ont démontré qu ' il ex istait un lien entre la rés istance à 
l' insuline et l' express ion des protéines NPC. En effet, Vainio et al. (2005) ont montré 
dans des modèles cellulaires et dans des hépatocytes et des cerveaux de modèles 
animaux NPC (-/-) que l' express ion du récepteur de 1 ' insuline (IR insu lin receptor)) est 
surexprimée et qu ' une perturbation de la signalisation de l' insuline a lieu. Ces résultats 
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s'expliquent par le fait que l'activation des récepteur IR est perturbée dans les 
hépatocytes NPC ( -/-), et causerait donc une augmentation de 1 ' expression du récepteur 
IR afin de compenser cette inactivation [97]. Fletcher el al. (2014) ont aussi démontré 
une interaction entre NPC 1 et la résistance à l' insuline dans une lignée d' adipocytes 
3T3-L 1. Néanmoins les résultats obtenus ne coïncident pas avec les études 
précédentes: ils ont montré que l' inhibition de NPCI dans les cellules 3T3-LI 
provoquant une perturbation du transport du cholestérol, conduit au final à une 
diminution de la réponse à l' insuline. Cette diminution est due à une réduction du 
récepteur à l' insuline IR et de IRS 1 (insulin receptor substrate 1) [98]. 
NPC 1 LI est aussi impliquée dans la résistance à l' insuline. Effectivement, une 
surexpression de la protéine NPC 1 LI conduit à une accumulation de cholestérol libre 
dans les hépatocytes . Cette accumulation conduit à une résistance à 1' insuline à travers 
la production d' un stress oxydatif [99]. Cette étude propose de plus que cette résistance 
à l' insuline se ferait à travers la signalisation Akt [99]. Étant donné que la résistance à 
l'insuline est présente dans les troubles métaboliques de l'obésité et le diabète 
gestationnel, il serait intéressant d' étudier le lien entre ces protéines et la résistance à 
l' insuline dans le concept de ces troubles. 
1.2.6.2 Interaction entre l' obésité et l'expression des protéines NPC 
Plusieurs études ont démontré une association entre le polymorphisme du gène 
NPCJ et le développement de troubles métaboliques [100, 101]. Garver el al. (2008), 
ont réalisé une étude génomique (Genome Wide association Study, GW AS) et ont 
trouvé des locus susceptibles d' augmenter les risques du développement de diabète et 
de 1' obésité dans les allèles de NPC 1 [ 1 0 1]. Jel inek el al. (20 1 5) ont démontré chez un 
modèle de souris C57BL/6J NPC 1 que la diminution de l' expression génique de NPCJ 
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prédispose ces modèles de souri s à développer une intolérance au glucose ainsi qu ' un 
gain de poids lorsqu ' elles suivent un régime élevé en gras. Cette étude montre ainsi 
une interaction entre le régime a limenta ire et l' expression de NPCJ ce qui pourrait 
causer le développement de troubles métaboliques comme l'obésité et le diabète de 
type 2 [1 02]. À la suite de ces résultats, Bambace el al. (201 3) [1 03] ont donc voulu 
confirmé cette hypothèse basée sur le fait qu ' une réduction de l'express ion génique du 
gène NPCJ fonctionnel est en lien avec le gai n de poids chez des souris [104, 105]. 
Bambace el al. (201 3) ont démontré que l' express ion de I'A RNm et de la protéine 
NPC1 est augmentée significati vement dans le ti ssu adipeux blanc d' hommes et de 
femmes obèses comparés à des hommes et des femmes contrôles non obèses [ 103]. 
1.3 Hypothèses de Trava il 
D'après les nombreuses études publiées sur l' express ion des protéines Niemann Pick 
C, leur rôle dans le transport des lipides dans le fo ie, l' intestin, et le cerveau ainsi que 
leur lien avec le déve loppement des troubles métaboliques, nos hypothèses de trava il 
sont les suivantes : 
1. NPC2 est exprimée dans le placenta humain à terme, de 
même que NPC 1 et NPC 1 L 1 
2. L'express ion de NPC1 et NPC2 est sous exprimée dans 
le placenta de femmes atteintes d 'obésité et de diabète 
gestationnel 
3. L'express ion de NPC 1 Ll est surexprimée dans le 
placenta de femmes atte intes d'obésité et de diabète 
gestionnel 
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1.4 Objectifs de travail 
Afin de vérifier nos hypothèses, les objectifs de travail sont : 
1. De vérifier que les gènes et protéines Niemann PiCk C sont exprimés dans le 
placenta humain à terme de femmes d ' IMC normal. 
2. De quantifier l'expression de l' ARNm et des protéines NPC 1, NPC2 et 
NPC 1 LI dans le placenta humain à terme de femmes atteintes d 'obésité, de 
diabète gestationnel ainsi que des femmes d ' IMC normal. 
3. De comparer les résultats entre eux afin de déterminer s1 les troubles 
métaboliques ont un impact sur 1 ' expression de ces protéines. . 1 
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CHAPITRE II : L' ARTICLE SCIENTfFIQUE 
2.1 Résumé de l' article scientifique 
L' obésité est une maladie répandue partout dans le monde et représente donc un 
problème de santé publique majeur. Elle est caractérisée par une accumulation de gras 
dans les tissus et est définie par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur à 30 
kg/m 2 par l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). D ' après l'OMS, plus de 10% 
de la population mondiale était atteint d 'obésité en 2014, dont 15% étaient des femmes 
en âge de procréer. L ' obésité est un facteur de risque pour développer des 
complications de grossesse graves pour les femmes enceintes et leurs fœtus . Les 
femmes enceintes atteintes d ' obésité peuvent souffrir de maladies cardiovasculaires, 
de diabète gestationnel mellitus (GDM) et de prééclampsie. Leurs enfants peuvent 
souffrir à leur tour de syndrome métabolique, de maladies cardiovasculaires, d 'obésité 
et de diabète de type 2 plus tard dans la vie. Le placenta est énormément étudié afin de 
comprendre l' interaction entre les troubles de grossesse et le développement du fœtus . 
Il a déjà été démontré que le transport du cholestérol est altéré dans le placenta de 
femmes atteintes d ' obésité et de celles atteintes de GDM. Ici, nous avons étudié 
l' expression des protéines Niemann Pick C (NPC) du transport intracellulaire du 
cholestérol , dans le placenta de femmes obèses, d ' JMC normal et de femmes GDM. 
Nos hypothèses sont que les protéines NPC sont exprimées dans le placenta humain et 
que l' obésité et le GDM modulent leur expression. Nous avons réalisé des RT-PCR en 
temps réel pour analyser l' expression des gènes NPCJ, NPC2 et NPCJ Li et des 
immunobuvardages de type Western pour analyser leur expression protéique. Nos 
résultats démontrent une augmentation des niveaux protéiques de NPC 1 dans le 
placenta de femmes GDM et obèses, une diminution de l' expression protéique de 
NPC2 dans le placenta de femmes obèses ainsi qu ' une diminution de NPC 1 L 1 chez les 
femmes GDM et obèses . Pour conclure, cette étude démontre l' impact des troubles 
métaboliques sur les protéines NPC et sur le transport du cholestérol intracellulaire. 
2.2 Contributions de l' étudiante à l' article 
Ce qu 'elle a [ait 
~ Extraction des protéines de tissu placentaire 
~ Extraction d ' ARN totaux de tissu placentaire 
~ RT-PCR en temps réel 
~ Immunobuvardage de type Western 
~ Analyse des résultats 
~ Rédaction de l'article scientifique 
Ce qu'elle n 'a pas [ait 
~ Recrutement des femmes enceintes et collecte des échantillons sanguins 
~ Collecte des placentas 
~ Compilation des données des questionnaires socio-médicaux 
~ Dosage des lipides dans le plasma sanguin 
~ Compilation des données des dosages lipidiques plasmatiques 
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2.4 Abstract 
Obesity is a world-wide spread epidem ic di sorder. Today, over 10% of world 
population is obese. Obesity is characterized by an accumulation of fat tissue. Obese 
(OB) subjects are defined by their body mass index (BMI) which is greater than 30 
kg/m 2 according to criteria of the world health organisation (WHO) . Obesity also 
affects women. in reproductive age. In fact, 15 % of obese subjects are women in 
reproductive age. Maternai obesity is a risk factor for those women to develop 
pregnancies complications like gestational diabete mellitus, preeclampsia, 
cardiovascular diseases and they can suffer later in life of type 2 diabete. Maternai 
obesity is not only dangerous for the mother, but for her child too . Both are at risk of 
developing health problem such as metabolic syndrome, type 2 diabete, and 
cardiovascular diseases later in life. Studies have previously shawn that metabolic 
diseases like obesity (OB) and GDM induce cholesterol metabolism and transport in 
the placenta. ln this study, we have studied protein and gene expression of cholesterol 
transporters, the Niemann Pick C proteins (NPC) known to be involved in intracellular 
cholesterol trafficking in the li ver, intestine and brain, in the placenta of normal weight 
(n=8), obese (n=9) and GDM (n=6) women. We realized RTq-PCR and Western blot 
analyses. Even if no significant results were shawn, great trends were observed. 
Western blot analyses revealed a decreased expression ofNPC2 in placentas of obese 
women compared to normal weight women as weil as a reduced expression ofNPC 1 L 1 
in placentas of GDM and OB women. NPC 1 proteins levels were higher in placentas 
ofGDM and OB women. Additional experiments would be necessary to elucidate and 
study the mechanisms involved. 
2.5 Introduction 
Obesity is a world-wide spread epidemie and has become a major public health 
issue. Si nee 1980, the rate of obesity has doubled. ln 2014, 13 % of adults older than 
18 years old were obese and 39% were overweighed (World health organisation WHO) 
(http: //www.who .int/) . Obesity is characterized by an accumulation of fat tissue which 
can cause important health issues such as cardiovascular diseases, artherosclerosis or 
type 2 diabetes . Obese subjects, according to the WHO, have a body mass index (BMI) 
greater than 30kg/m2 whereas overweight subjects have a BMI between 25 to 30 kg/m2 
[ 1, 2]. Furthermore, a third ofwomen of reproductive age are obese [3]. These women 
are particularly at risk during pregnancy developing complications such as gestational 
diabetes mellitus (GDM), preeclampsia, cardiovascular diseases and even suffer from 
increased maternai and fetal-death rates [ 4-6]. Studies have previously shown that 
children born to obese women are more susceptible to develop increased adipose tissue, 
and the metabolic syndrome [7-9]. Moreover, studies demonstrated that those children 
also tend to develop cardiovascular diseases, type 2 diabetes and obesity, growing up 
[ 4, 1 0]. GDM is a pregnancy complication which can appear du ring pregnancy and 
obese women are at much greater risk to have this problem . Pregnant women are 
naturally in a glucose intolerance state, but at higher level , this intolerance state is 
harmful to the mother and the fetus. 10% of west countries pregnant women suffer 
from GDM [11]. Those numerous studies have prooved that obesity and GDM are in 
fact a real public health issue that must be taken into account for. 
The development of the fetus and the adaptive changes in the mother ' s body during 
pregnancy require a lot of energy. These changes are critical for the well-being of both 
the mother and the fetus [11-13]. The functional site ofthe placenta, representing the 
single link between the maternai and fetal blood circulation, is the syncytiotrophoblast 
(ST) [12, 14]. The ST is an exchange area comprising different complex nutrients ' 
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transport systems that are tightly regulated [ 12, 15]. A slight modification in these 
regulatory mechanisms could have major consequences on placental functions as weil 
as on the maternai and fetal health [ 16, 17]. The placenta provides respiratory gaz and 
essential nutrients (carbohydrates, lipids and proteins) to the fetus to satisfy its needs. 
Those nutrients are transported from the maternai circulation to the fetal circulation 
through the ST [ 16]. The ST is a single multinucleated ce li that has two plasma 
membranes: the microvillous membrane (MVM) facing maternai blood, and the basal 
plasma membrane (BM), facing fetal blood . Nutrients must cross the MVM with 
specifie transporters, then cross intracellular compartment, and finally they must be 
transported across the BM for fetal metabolism [16, 18]. 
Lipid metabolism is essential during pregnancy due to the increased needs in lipids as 
the fetus develop [ 19, 20]. Evidences show that placental lipid metabolism and 
transport are modulated in metabolism diseases like GDM and obesity [18]. Studies 
have demonstrated that GDM and obesity modulate lipid transporters or lipid related 
protein placental expçessions [21-24]. SRBI, LDLR and ABCG 1 proteins expressions 
are higher in GDM women placenta whereas ABCA 1 and PCSK9 proteins expressions 
where reduced in GDM women placenta [22] . Furthermore, their results showed that 
FA T/CD36 protein expression and LPL activity were greater in placenta of obese 
women compared to normal weight women, white FABP1 and FABP3 proteins 
expressions were reduced in placenta of obese women [21]. Ali those proteins are 
involved in cholesterol transport and metabolism. Those modulations induce 
cholesterol placental accumulation which may have serious consequences like 
oxydative stress, on fetus ' health [25]. 
Cholesterol (CHOL) is transported in the blood circulation through LDL, HDL and 
VLDL lipoprotein particles . The placenta expresses the lipoprotein receptors LDLR, 
SRBI and VLDLR specifie to LDL, HDL and VLDL. Lipoprotein binding stimulates 
receptor mediated endocytosis of lipoprotein/receptor complex into the placenta [26, 
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27]. The CHOLILDLILDLR complex is then hydrolyzed in late endosome/lysosome 
to free lipids which can exit to be used by the cell [26, 27]. This endocytic pathway is 
not well-known in the placenta. Niemann Pick C (NPC) proteins are CHOL trafficking 
protein family ubiquitously expressed but higher levels were found in liver and 
intestine [28-3 t]. NPC 1 and NPC2 are expressed respective! y on lysosomal membrane 
and in lysosomalluminal [32]. NPC 1 and NPC2 mutations have been found in patients 
with Niemann Pick C disease which is a lysosomal lipid accumulation disorder [33 , 
34]. Niemann Pick Cl Like 1 (NPCILJ) which is highly expressed in small intestine 
and on hepatocyte membrane, mediates cholesterol absorption [29, 35]. Burke et al. 
(2009) have shown that NPC 1 and NPC 1 L 1 are expressed in hamster and hu man 
placenta [36]. 
The aim of this study is to confirm NPC proteins expression in human full term placenta 
and to evaluate iftheir placenta! expression is modulated in placenta of obese and GDM 
women compared to normal weight women. 
2.6 Materials and Methods 
2.6 .1 Subjects 
Subjects were recruited at the Centre hospitalier de l'Université de Montréal (CHUM-
Hôpital St Luc, Montréal QC, Canada) or at the Clinique Fidès (Montréal , QC, Canada) 
be fore the 1 Oth week of the ir pregnancy. Each subject, who gave his informed consent 
to volunteer to this study, was interviewed and completed a form on their medical 
history, socio-demographic informations and life habits (drinking, smoking, used of 
drugs). Twenty-three women were chosen according to the inclusion criteria : 
caucasian, vaginal delivery, no alcohol during the pregnancy, no other complications 
during pregnancy, no fetal abnomality and no pathology. They were divided in three 
categories based on their BMJ before the pregnancy: obese women with a BMI greater 
or equal to 30 kg/m2, normal weight women with a BMI between 18.5 and 24 .9 kg/m2, 
and insulin treated women GDM, according to the criteria of the WHO [1 , 2]. 
2.6.2 Blood and tissue samples 
Blood sam pies of the mother and the umbilical cord as weil as placenta samples were 
collected in order to perform lipid dosage and to measure gene and protein expressions 
of targeted proteins . Blood samples were collected at different timepoints during the 
three trimesters of pregnancy ( 1 st : 10 at 17 weeks, 2nd : 22 at 28 weeks , 3rd : 36 at 
42 weeks) as weil as in the umbilical cord . Blood samples were centrifugated at 3500 
x g during 15 minutes to obtain serum that was frozen at -20°C. Upon delivery, 
placentas were collected in DMEM medium (Dulbecco Modifies Eagle Medium, 
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Sigma) supp lemented with antibiotics (0.12 mg/mL penicillin, 5 1-1.glmL amphotericin, 
50 ~-tg/mL gentamicin) and sodium bicarbonate (NaHC03 (90 mg/mL)). Yillous tissue 
were kept, eut in smal l pieces of 5 cm2 and frozen at -80°C. 
2.6 .3 Blood lipid dosage 
Lipid dosage was performed in the maternai and umbilical cord samples. Plasma 
concentrations of cholesterol (CHOL), triacylglycerol (TG), low density lipoprotein 
(LDL), high density lipoprotein (HDL) as weil as apo lipoprotein (ApoA 1 and 
ApoB 1 00) were measured at hôpital Saint-François d'Assise in the biochimie clinical 
service (Québec, QC, Canada) using the Unice l 36 DX600 Synchron c linical system 
(Beckman-Cou lter) . Free fatty acid levels were measured using Free Fatty Acid Half 
micro test (Roche Diagnostics) according to the manufacturer instructions. 
2.6.4 Real Time RT-PCR 
RNA was extracted from placenta! tissue of normal weight (n = 8) and obese (n = 9) 
women using the extraction kit High pure RNA tissue kit (Roche Diagnostics) 
according to the manufacturer instructions. The Nanodrop2000 (Thermo Scientific) 
was used in order to evaluate the purity of the RNA extract and establish RNA 
concentration. After that, a reverse transcription (RT) was realized to convert 500 ng 
of RNA into eDNA for the quantitative polymerase chain reaction (qRT -PCR) using 
Sigma Aldrich protocol (M-MLV Reverse Transcriptase and Buffer for eDNA 
synthesis (Sigma Aldrich)) and oligodT primers (1-5 ug, Roche Diagnostics). qRT-
PCR was performed using Light 480 SYBRGreen master kit (Roche diagnostics) and 
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the Li ght Cycle 480 (Roche diagnostics) according to the manufacturer' s instructions. 
Forward and reverse primers ( 10 mM, Biobas ic) of targeted genes were des igned using 
Primerblast. Primers of housekeeping genes used were chosen according to Lanoix et 
al. (20 12) where they demonstrated that th ose housekeeping genes were the most 
suitable for placenta! studies [37]. Standards curves were perfonned for housekeeping 
genes (HP RTl , TOP 1 and PPJA) [37] and targeted genes (NPCJ, NPC2, and NPCJ Li ). 
A negative control using H20 and SYBR mix was used fo r each reaction. Each reaction 
was perfo rm ed in duplicata. Melting curves were performed at the end of each 
amplification. The size and purity of PCR products were verified on 2% agarose ge l. 
A geometrica l mean was calculated w ith resulting ratios of the ta rget gene express ion 
normalized to the expression of each reference gene. 
Table 2.1 Primers used for gRT-PCR 
Primers (5' ~ 3 ' ) Reference 
Gene 
Forward Reverse 
TOP/ GGCAGAGTGAATCTAAGG CTTAAAGGGTACAGGAATG [37] 
PP/A GTTTGCAGACAAGGTCCCA ACCCGTATGCTTTAGGATG 
HP RTl GACCAGTCAACAGGGGACATAA AAGCTTGCGACCTTGACC 
NPCI AGCCAGTAATGTCACCGAAAC CCGAGGTTGAAGATAGTGTCG -
NPC2 CAAAGGACAGTCTTACAGCGT GGATAGGGCAGTTAATTCCACTC -
NPC ILI CTGGTATCACTGGAAGCGAGT CACGCGGGTCACATTGATGA -
2 .6.5 Total protein extraction 
In order to quantify placenta! protein, 750 to 800 mg of placenta! tissue from 8 obese 
women, 8 normal weight women and 6 women with GOM was homogenized with a 
Polytron tissue homogenizer PT3000 (Brinkmann,Canada) in a hypertonie buffer (125 
mM Tris-HCI, 2 mM CaCb, 1.4% [v/v] Triton X-1 00, pH 8.0) containing an ti proteases 
without EOTA (Complete mini-EDTA-free antiprotease cocktai l) (Roche Diagnostics) 
and sodium orthovanadate. The resulting homogenate was then incubated during 30 
min on ice before being centrifugated at 10 000 x g during 25 min at 4°C. The resulting 
supernatants were co llected then aliquoted and frozen at -80°C for further experiments. 
2.6 .6 Western blot analyses 
Protein assay for Western blot analyses was realized with a BCA protein assay kit 
(Pierce Biotechnology) following the manufacturer' s instructions. One hundred fifty 
11g of placenta! proteins were diluted with sample buffer 1 x (Tris 1 M pH 6 .8, SOS 
12%, G lycerol 30%, H20 , bromophenol blue 0.05%, 10% ~-mercaptoéthanol) th en 
were heated at 95°C during 5 min . The denaturated samples were resolved on SOS-
PAGE according to the targeted protein molecular weight then were electroblotted to 
polyvinylidene difluoride (PVDF) (Mi llipore) using a transblot (M illipore). 
Membranes were blocked with 5% milk in TBS-Tween (Tris-Buffered Saline-Tween) 
0.1% (20 mM Tris Base, pH 7 .6, 137 mM NaCI, 0.1% Tween-20) at room temperature 
during 1 hour. PVOF membranes were then incubated with primary antibodies diluted 
in 5% milk TBS-Tween 0.1% overnight at 4°C. Antibodies used were a rabbit anti-
NPC 1 (Novus Biologicals ; 1 : 1 000), a rab bit anti-NPC2 (Sigma ; 1 :2000) and a rabbit 
anti-NPC 1 LI (Cayman Chemicals ; 1 : 500) . Membranes were washed with TBS-T 
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0.1% three times during 10 mm, then were incubated with anti-rabbit secondary 
antibodies (Cell signaling ; 1 : 10 000) during 1 hour at room temperature. Membranes 
were washed with TBS-T 0.1% during 5 min and was revealed with Luminata Forte, 
Western HRP Substrate (Milipore, USA). The Quantity one software (Bio-Rad 
Laboratories, Mississauga, On, Canada) was used to quantify proteins. Amidoblack 
(Sigma Aldrich) staining was used for normalization previously described by Lanoix 
et al. (20 12) (3 8]. 
2.6.7 Statistical Analysis 
Results were expressed by means ± SEM and were analysed by PRJSM software 
(GraphPad Software, La Jo lia, Canada) using unpaired Student t-test or two-way anova 
when necessary. The results significance were tested using a p-value p<0.05 . 
2.7 Results 
2. 7.1 Sociomedical parame/ers of normal weight, obese and GDM women 
Table 2 .2 describes sociomedical parameters of normal weight, obese and GDM 
women and their new born. Even ifthere were no significant results except for the BMl, 
the obese and GDM women, placenta) weight tends to increase compared to normal 
weight women . 
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2.7.2 Lipid Dosage 
The Figure 2.1 shows analyses of plasma cholesterol, LDL, HDL and TG in CTL, OB 
and GDM women a different times . Plasma cholesterol and HDL is significantly 
reduced in the third trimester of OB women compared to CTL women (*p<O.OS and 
**p<O.OI respectively (Fig.2 .1 a,b). Plasma HDL of OB women shows a significant 
decrease in the 2"d trimester compared to CTL (*p<O.OS) (Fig.2.1 b). ln GDM women, 
plasma HDL is significantly reduced in the 2"d and third trimesters (*p<O.OS and 
**p<O.OI respectively) compared to CTL women (Fig.2.1 b). Furthermore, even if 
there is no significant differences, plasma TG in GDM women tends to increase in the 
third trimester compared to CTL and OB women (Fig.2.1 d). 
The Figure 2.2 shows dosage of plasma FFA, plasma ApoA 1 and plasma ApoB 100 in 
CTL, OB and GDM women. Those results show significant diminution of plasma 
ApoA 1 in the third trimester of OB women compared to CTL women (*p<O.OS). Even 
if there was no significant differences, plasma FFA were increased in OB and GDM 
women as weil as in the fetal venous cord blood compared to CTI women. Furthermore, 
ApoB 100 and ApoA 1 tend to increase over the ti me for CTL, OB and GDM women. 
2.7.3 NPC mRNA and prote in expression in humanjitll term placenta 
NPC 1, NPC2 and NPC 1 LI mRNA and proteins are ali expressed in human full term 
placenta. There was no significant differences between our groups but tendencies are 
observed for placenta! protein expression (Fig. 2.3). 
Relative NPC 1 prote in expression was 3 fold higher in OB and 3.5 fold GDM placenta 
compared to CTL women placentas (Fig. 2.3b). NPC2 protein expression tends to be 
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reduced ( 1.5) in placentas of OB women compared to CTL women placentas, but no 
differences were observed between relative NPC2 expression in GDM and CTL 
women placenta. Relative NPC 1 L 1 protein expression tends to be reduced in placenta 
of GDM ( 1) and OB women (2.5) compared to CTL women placenta (5) (Fig. 2.3 d 
and f). Th ose results show the placenta! expression lev el of each prote in : NPC 1 prote in 
seems to be the most expressed protein, followed by NPC2 and NPC 1 L 1. 
2.8 Discussion 
Results showed modulation of lipid profile in OB and GDM women compared to CTL 
women. First, after statistical tests of sociomedical parameters, no significant 
differences were observed between our three groups. However, placenta! weight has a 
tendency to be heavier in GDM and OB women (Table 2.2). Those results are 
consistent with th ose suported by Du be et al. (20 12 and 20 13). They have previously 
shown significant differences with GDM and OB women 's placenta heavier than CTL 
women placenta [21 , 22]. This study had a bigger sample, which can exp lain the lack 
of significance between our groups. 
Lipid dosage was realized for ali groups in the three trimester in maternai blood and 
fetal venous cord blood (Fig 2.1 and 2.2) . Statistical analyses showed increased lipid 
plasma levels with advanced gestational age for ail groups. Evidence shows that lipid 
needs as energy source increase for mother ' s metabolism as weil as proper fetus ' 
development [ 16]. Stastical analysis showed a significant reduction of cholesterol, 
HDL (Fig 2.1 a,b) and ApoA 1 levels in plasma of OB women (Fig 2.2b) but only 
significant reduction of HDL in GDM women (Fig. 2. 1 b). No significant results have 
been observed between our groups regarding lipid dosage in venous cord blood. 
Nevertheless, Dubé et al. (2012 and 2013) have previously shown, significant 
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differences for LDL plasma levels. As a matter of fact, maternai LDL plasma levels 
were reduced in obese women whereas venous cord blood LDL levels were increased 
[21 , 22]. They also showed increased levels of TG as weil as reduced levels of HDL 
and ApoA 1 in GDM women compared to normal weight women [21 , 22]. Those results 
are in agreement with other studies which have also proved modulation of lipid 
maternai and fetal profile by metabolic diseases like GDM and OB [39-41]. For 
example, Hirschmugl et al. (2016) have also shown cholesterol leve! reduction and 
increased TG in obese women compared to normal weight women [39]. 
To gain more information, gene and protein expression ofNPC family were analyzed 
in placenta! tissue of OB, GDM and CTL women. NPC family are cholesterol 
intracellular trafficking protein. They are known too mediate cholesterol intracellular 
trafficking in the liver, intestine and brain, but their expressions seem to be ubiquitous 
[28, 30, 31 , 35]. Burke et al. (2009) have shown that NPC 1 and NPC 1 LI are expressed 
in hamster and human placenta [36]. Here, we have investigated placenta! expression 
ofthree members ofNPC family: NPCI, NPC2 and NPCILI with quantitative RT-
PCR for gene expression and Western blot for protein expression, in three groups 
(GDM, OB and CTL women). Results have confirmed NPCI and NPCILI placenta! 
gene and protein expression and have demonstrated placenta! expression ofNPC2 too 
(Fig. 2.3) . No significant differences were observed in our groups for any protein or 
gene expression but trends are presents. NPC 1 pro teins levels tends to be higher in OB 
and GDM placenta compared to CTL women placenta. NPC2 protein levels were 
reduced in OB placenta compared to CTL women placenta but no trends were 
observable in GDM women placenta. Finally, NPC 1 L 1 prote in levels tends to be 
reduced in OB and GDM women placenta. The Jack of significance can be explained 
by the small samples and the significant variance between each group. Other 
experiments have to be performed to establish a real link between NPC expressions 
and metabolic diseases. Nevertheless, obesity and GDM seem to modulate NPC 
proteins expressions and consequently, cholesterol intracellular trafficking. Previous 
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studies have demonstrated modulations of NPC proteins expression by metabolic 
diseases . Burke et al. (2009) have shown that hypercholesterolemic hamster have 
reduced NPC l placenta( levels than control whereas they showed increased NPC 1 LI 
placenta( levels [36]. However, this is not what we observed here, but GDM and OB 
women here are not hypercholesterolemic as we can see in blood lipid dosage. Genome 
wide association studies (GWAS) have shown associations between weight gain, 
obesity, type 2 diabetes with NPC 1 polymorphisms [ 42-46]. Other studies revealed a 
link between insulin resistance and NPC expressions. Nomura et al. (2009) have used 
NPC 1 LI inhibitor ezetimibe to repress NPC 1 LI expression and they showed insu lin 
resistance improvement in hepatocytes. It is bel ieved th at NPC 1 LI med iated hepatic 
cholesterol absorption can cause, if overstimulated, ROS (reactive oxygen species) 
generation and consequently oxydative stress which cause insulin resistance [47]. 
lnsulin resistance is a pathologie feature of obesity and GDM. However, NPC 1 LI 
protein levels in OB and GDM women placenta were not increased but they were 
reduced compared to CTL women. This can be explained by other key regulatory 
mecanisms involved in cholesterol metabolism which are modulated in OB and GDM 
placenta. Moreover, placenta( protein expression are different than other tissues. A 
second study using NPC 1 LI inhibitor ezetimibe have also shown increased HDL 
metabolism in type 2 diabetes subjects [48]. Tomkin et al. (2008), demonstrated 
increased levels ofNPClLI proteins, oxydized-LDL (LDL-ox) and reduced levels of 
LDL in type 2 diabetes subjects intestines [ 49] , which is in agreement with Yagyu et 
al. (2012) [48]. Using mouse with Niemann Pick C disease model, Ong et al. (2012) 
have reported significant reduced levels of IRS 1 and IRS2 (insu lin receptor substrate 1 
and 2) NPC mouses' brains . IRS 1 and IRS2 are key proteins of insulin signaling which 
was impaired in those models [50]. Vainio et al. (2005) have also shawn in NPC 
mouses an overexpression of IR (insulin receptor) but there was no insu! in signalling 
activation. The IR overexpression seemed to compensate for the Jack of IR activation 
[51] . ln NPC disease, the NPC 1 variant which is responsible for 95% case of diseases 
is named Il 061 T. A study of Praggastis et al. (20 15) have created a mo use model with 
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Il 061 T NPC 1 variant and have investigated pathologie features caused by this NPC 1 
variant. They showed neuronal and hepatic impairment as weil as cholesterol 
accumulation and activation of pro-inflammatory cytokine [52]. Overstimulation of 
pro-inflammatory cytokine is one of the causes to the development of insu lin resistance 
and obesity [53 , 54]. A study using adipocyte cellline 3T3-Ll, Fletcher et al. (2014) 
have show after inhibiting NPC 1 expression, a reduction in IR and IRS 1 expression 
and a reduced phosphorylation of Akt, which is a key molecule of insulin signalling 
[55]. Those papers reveal an interaction between the repression of NPC 1 expression 
and the development of insu lin resistance. However, this is not in agreement with our 
results . Indeed, NPC 1 prote in levels tend to be higher in OB and GDM women placenta 
compared to CTL women placenta . A study realized in white adipose tissue have shown 
the same results [56]. They found in adipocyte of white adipose tissue of obese men 
and women increased levels of NPC1 mRNA and protein [56]. Moreover, NPC 
proteins are regulated by key proteins which are involved in the development of insu) in 
resistance and obesity. Yu et al. (2012) have shown in macrophage THP-1 that LDL-
ox increase NPCI protein levels which is mediated by Erki /2/Cox2 pathway [57]. ln 
the pathology of insulin resistance, the MAPK (Map kinases) pathway in particular 
Erk 1/2 is overstimulated [58]. Liao et al. (20 15) have studied NPC2 expression in HCC 
cells (hepatocellular carcinoma) . They showed that NPC2 protein expression is 
repressed in HCC cells. After inducing NPC2 expression in those cells, they 
demonstrated that the MAPK Erk 112 is inhibited [59]. Here, obese women placenta 
show reduced levels of NPC2 compared to normal weight women . It is in agreement 
with the increased activity ofErk1/2 kinase in obese subjects [58]. 
Those studies allows us to conclude that there is an association between the 
development of insu lin resistance and NPC proteins expressions in the placenta. NPC 1 
protein levels were increased in obese and GDM women placenta whereas NPC2 and 
NPC 1 L 1 proteins levels were reduced . A number of experiments have to be conducted 
to understand the possible mecanism involved . Furthermore, the exact funtion ofNPC 
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proteins have to be experimented . In future studies, the use of a choriocarcinome cell 
tine BeWo can be used to evaluate ifNPC proteins ifthose cells express these proteins. 
Nevertheless, the use of primary CT would be the best way to evaluate the functions of 
NPC proteins in the human placenta . Regulatory mecanisms involved in NPC placental 
protein expressions have to be performed to understand how obesity and GDM 
modulate cholesterol transport across the placenta. It is important to understand how 
key proteins are affected in obesity and GDM to understand how obesity and GDM 
predispose those children to develop cardiovascular diseases and metabolic diseases 
mentioned before. 
FIGURE LEGENDS 
Figure 2.1 Maternai plasma and newborn venous cord blood lipid profiles 
of CTL (18.5 < BMI < 24.9 kg/m2), OB (BMI> 30 kg/m2) and GDM BMI women. 
Results are expressed by means ± SD. Data were analyzed by two-way ANOVA tests 
(*p < 0.05, **p <O.OJ and ***p < 0.001). HDL : High density lipoprotein; LDL : Law 
density !ipoprotein ; TG: Triglycerid ; CTL :normal weigh women (n =8); OB: obese 
women (n=9) ; GDM: gestational diabetes mellitus women (n =6) ; 1,2,3 : 1 st 
trimester, 2"d trimester and 3rd trimester of pregnancy; V CE: venous cord blood. 
Figure 2.2 Maternai plasma and newborn venous cord blood lipid profiles 
of CTL (18.5 < BMI < 24.9 kg/m2), OB (BMI> 30 kg/m2) and GDM women. Results 
are expressed by means ± SD. Data were analyzed by two-way ANOVA tests ( *p < 
0.05, **p<O.Ol and ***p < 0.001) . No data were obtainedfor plasma FFA on l s1 and 
2"d trimester. FFA : Free Fatty Acid ; ApoAJ: apolipoprotein Al ; ApoBJOO: 
apolipoprotein BJOO ; CTL: normal weigh women ; OB: obese women ; GDM : 
gestational diabetes mellitus women 1, 2, 3 : 1 st trimester, 2"d trimes ter and 3rd 
trimester ofpregnancy ; VCB: venous cord blood. 
Figure 2.3 Niemann Pick C mRNA and protein expression in human full-
term placenta of CTL (18.5 < BMI < 24.9 kg/m2), OB (BMI> 30 kg/m2) and GDM 
women. Placenta! mRNA expression of NPCJ, NPC2 and NPCJ Li were calculated 
by real time RT-PCR and levels of expression were evaluated after normalizing with 
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three housekeeping genes HPRT1 , TOP 1 and PPIA. Results are expressed as geometrie 
means ± SD. Evaluation of proteins levels of NPC1, NPC2 and NPC1LJ were 
performed in human full lerm placenta of normal weight and obese women afler a 
normalization with amidoblack staining. Data were analyzed by Student test for mRNA 
expression and one-way ANOVAfor prote in expression. NPC1 : Niemann Pick C type 
1 ; NPC2: Nie mann Pick C type Il ; NPC1 Li : Niemann Pick C 1like 1 ; CTL : normal 
weight women ; OB : obese women. ; GDM: ge.stational mellitus diabete women (a, c 
and d): CTL n=J OB n=J ; (band c): CTL: n=8 ; OB n=9 ; GDM n=6. 
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Table 2.2 Sociomedical parameters of CTL (18.5 < BMI < 24.9 kg/m2) OB 
(BMI> 30 kg/m2) and GDM women. Results are expressed as me ans± SD. Data were 
analyzed by one-way ANOVA -tests were used (***p < 0.001.). n= 8for normal weight 
women and n=9 for obese women (CTL : normal weight women; OB: obese women ; 
GDM: gestational dia be te mellitu.s). 
Parameters CTL OB GDM 
n 8 9 6 
Women 
Weight gain (kg) 13 .24 ± 1 .6 12.3 ± 4.03 15.75 ± 3.8 
BMI (kg/m2) before 21.64 ± 1.38 33.75 ± 3.48 21.12 ± 1.3 
pregnancy *** 
Gestational(weeks) 39.13 ± 1.55 38.78± 1.48 39.3 ± 1.2 
New born 
Birth lenght (cm) 51.81 ± 2.21 51.56 ± 2.07 52.33 ± 2.48 
Birth weight (g) 3379.38 ± 709.80 3524.11 ± 3648.7 ± 489.36 
511.48 
Placental weight (g) 519.38 ± 122.63 712.22 ± 701.67 ±197.02 
192.84 
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CHAPITRE lll 
DISCUSSION ET CONCLUSION 
3 .1 DISCUSSION 
Les résultats obtenus lors de ce projet de recherche permettent de m1eux 
connaître 1' impact des troubles métaboliques comme 1 ' obésité et le diabète gestationnel 
sur les fonctions placentaires et indirectement le développement fœtal. Aujourd'hui , 
nous savons que l' obésité et le diabète gestationnel ont un impact considérable 
I)Otament sur le métabolisme lipidique [1 06, 1 07]. En effet, l'expression des protéines 
impliquées dans le transport et le métabolisme des lipides est grandement affectée. Ces 
perturbations pourraient être la cause du développement de maladies cardiovasculaires, 
de cancer, et autres maladies mortelles [4, 22]. Chez les femmes enceintes, l' obésité 
maternelle représente un facteur de risque de développer des comp lications graves 
comme la prééclampsie, le diabète gestationnel, le développement du diabète de type 
2 chez l'enfant, des troubles cardiovasculaires graves, le développement du syndrome 
métabolique chez l' enfant, des troubles de reproduction etc. [4, 8, 108] C'est pourquoi 
le métabolisme et le transport des lipides dans le placenta sont étroitement étudiés afin 
de comprendre les mécanismes du développement de ces maladies. 
Dans cette étude, nous avons en premier lieu ana lysé les données 
sociomédicales chez nos trois groupes : les femmes contrôles de poids normal (18 .5 
kg/m2<IMC<24,9 kg/m2) , des femmes atteintes d ' obésité ( IMC > 30 kg/m2) et des 
femmes GDM et de poids normal (Tableau 2.2). Malgré le fait qu ' on observe aucune 
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différence significative à part l' indice de masse corporel IMC ( 33.75 ± 3.48 in OB 
women versus 21 .64 ± 1.38 in CTL women), on peut voir que le poids du placenta des 
femmes atteintes d 'obésité et celles atteintes du diabète gestationnel est plus élevé que 
celui des femmes de poids normal. Deux études précédentes réalisées par notre 
laboratoire ont montré une augmentation significative du poids du placenta chez les 
femmes atteintes d'obésité et de diabète gestationnel. En effet, étant donné que leur 
nombre d ' échantillon est plus élevé que celui de cette présente étude, ceci pourrait 
expliquer 1 ' absence de différence significative ici [25, 26]. 
Le dosage plasmatique des lipides et de protéines impliquées dans le 
métabolisme des lipides a été réalisé aux trois trimestres chez nos trois groupes ainsi 
que dans le sang du cordon ombilical (Figure 2.1 et 2.2). Après une analyse statistique, 
nous avons trouvé que les concentrations plasmatiques pour chaque dosage réalisé 
tendent à augmenter en fonction de la durée de gestation. Les lipides constituent une 
source d ' énergie importante pour le développement du fœtus et la demande devient de 
plus en plus importante avec la gestation [17]. Les résultats montrent une réduction 
significative des niveaux de cholestérol, de lipoprotéines HDL et d 'apolipoprotéines 
ApoA 1 plasmatique chez les femmes obèses (Figure 2. la) etb) et 2.2b )) . De plus, les 
analyses statistiques ont montré une réduction significative des niveaux de 
lipoprotéines HDL chez les femmes GDM (Fig. 2.1 b) comparé aux femmes CTL. 
Aucun résultat significatif n ' a été observé entre les groupes par rapport aux 
concentrations lipidiques dans le sang du cordon ombilical. Une étude précédente de 
notre laboratoire a montré une augmentation du niveau plasmatique de cholestérol dans 
le sang du cordon chez les femmes atteintes d 'obésité. Dubé et al. (20 12 et 20 13) a 
montré aussi que les niveaux plasmatiques de LDL étaient réduits dans la circulation 
maternelle alors qu ' ils étaient plus élevés dans le sang du cordon des enfants des 
femmes obèses [25, 26]. Une fois de plus, le nombre d'échantillon est un facteur 
important qui a certainement influencé les résultats . Une autre étude de notre 
laboratoire a montré une augmentation des concentrations de TG ainsi qu ' une réduction 
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des niveaux de HDL et d ' ApoA 1 chez les femmes GDM comparés aux femmes de 
poids normal [25 , 26]. Nos résultats sont en accord avec d ' autres études montrant 
l' impact des troubles métaboliques comme l' obésité maternelle et le diabète 
gestat ionnel sur le profil lipidique maternel et fœtal [106, 109, 11 0]. Hirschmugl et al. 
(20 16) ont eux aussi démontré une diminution des concentrations de cholestéro l réduits 
dans leur groupe de femmes obèses. Ils ont aussi observé que les TG dans le placenta 
sont significativement plus élevés chez les femmes obèses que les femmes de poids 
normal [ 1 06]. De même, Solis-Paredes et al. (20 16) ont observé que les concentrations 
de LDL-CHOL sont réduites chez leur groupe de femmes OB comparées au groupe 
contrôle, et que les concentrations de LDL-CHOL dans la circulation fœtale de femmes 
OB se retrouvaient élevées par rapport au contrô le [ 1 07]. 
Ensuite, nous avons voulu déterminer le niveau d 'expression génique et 
protéique de la famille NPC. Ce sont des protéines de transport du cho lestérol connue 
pour médier les transport du cholestérol intracellulaire via la voie endosomale et 
lysosomale particulièrement dans le foie , l' intestin et le cerveau [33 , 74, 78, 80]. 
Toutefois leur expression dans le placenta humain est encore peu connue. Burke et al. 
(2009) ont montré 1 ' expression de NPC 1 et NPC 1 LI dans le placenta de hamster et ont 
réalisé une expérience d'immunobuvardage de type Western dans le placenta humain 
[34]. C ' est pour cette raison que nous avons réalisé une étude sur une plus grande 
cohorte pour déterminer l' expression génique et protéique des membres de la famille 
NPC, NPC 1, NPC2 et NPC 1 Ll. Les résultats ont été obtenus par RT -PCR en temps 
réel sur nos groupes de femmes contrôle et obèses . Par manque d ' échantillons, 
l' expression génique dans nos échantillons de femmes GDM n' a pas été réalisé. Pour 
ana lyser l' expression protéique de NPC 1, NPC2 et NPC 1 LI , nous avons utilisé la 
méthode d ' immunobuvardage de type Western en utilisant des anticorps spécifique 
contre ces protéines. Les résultats obtenus se retrouve dans la figure 2.3. Les résultats 
confirment l' expression des gènes NPCJ et NPCJLJ ainsi que les protéines dans le 
placenta humain à termes tel que démontré dans une étude de Burke et al , 2009 [34]. 
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De plus, nous avons démontré que le troisième membre de la famille de protéines des 
NPC, NPC2 est aussi exprimée au niveau protéique chez nos trois groupes 
d'échantillons. Les analyses statistiques n'ont pas montré de significativité entre nos 
groupes . Par contre, des tendances sont observables. Le niveau d ' expression protéique 
de NPC 1 a tendance à augmenter dans le placenta des femmes obèses et GDM par 
rapport aux CTL. L' absence de significativité peut être expliquée par la variance 
significative à l' intérieure du groupe (l ' écart type est élevé) (Fig. 2.3a) et due à un 
nombre d' échantillon faible. Quant à l' expression de NPC2, on observe une diminution 
l'expression protéique placentaire dans notre groupe de femmes atteintes d ' obésité 
comparé à nos femmes contrôles (Fig. 2.3 c). Au niveau de son expression génique, il 
n'y a pas de différence significative entre les moyennes des groupes, mais on voit une 
tendance à la diminution de l' expression de l' ARNm de NPC2 chez nos groupes OB 
(Fig. 2.3b). Enfin, l' expression protéique de NPClLl a tendance à réduire chez les 
femmes GDM et OB comparé à notre groupe contrôle (Fig 2.3 e). 
D'après les résultats 9btenus, il est possible de conclure que les troubles 
métaboliques tel que l' obésité et le diabète gestationnel ont un impact sur l'expression 
de protéines clés impliquées dans le métabolisme du cholestérol, plus particulièrement 
de son transport intracellulaire. De nombreuses études ont précédemment démontré 
que 1 'expression de ces protéines sont modulées par des troubles du métabolisme 
lipidique. Tout d ' abord, Burke et al. (2009) ont démontré que l'expression des 
protéines NPC 1 et NPC 1 L 1 est affectée dans le placenta de hamster qui ont subit une 
diète élevée en gras [34]. En effet, les hamster nourrits avec un régime élevé en gras 
révèlent une diminution de l'expression protéique de NPC1 et une augmentation de 
l'expression de NPC ILl [34]. Nos résultats sont différents de ceux de Burke et al. 
(2009) [34]. Nos femmes OB ne sont pas hypercholestérolémiques donc ceci pourrait 
expliquer pourquoi nos résultats sont différents de ceux de Burke et al. (2009). 
Néanmoins ces résultats montrent que les modifications des concentrations en 
cholestérol modifie 1 'expression de ces protéines dans le placenta de hamster. En plus, 
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de nombreuses études génomiques ont déterminé une association entre le 
développement de l' obésité, la pnse de poids ou le diabète de type 2, avec le 
polymorphisme du gène NPCl [100, 101 , 111-113]. Nomura et al. (2009), ont 
découvert un lien entre la résistance à l' insuline et l' expression de NPC 1 L 1. En effet, 
en utilisant un inhibiteur de NPC 1 L 1 appelé ezetimibe, ils ont démontré une 
amélioration de la résistance à l' insuline dans des hépatocytes . NPC 1 L 1 a pour rôle la 
réabsorption du cholestérol biliaire dans le foie. Une réabsorption du cholestérol trop 
importante due à une quelconque dérégulation métabolique augmenterait les 
concentrations de cholestérol inracellulaire. L' accumulation du cholestérol 
intracellulaire provoque un stress oxydatif causé par la génération de ROS (reactive 
oxygen species) [99]. Étant donné qu ' un trait pathologique de l' obésité est la résistance 
à l' insuline due à une accumulation de tissu adipeux, on devrait d ' après l' étude de 
No mura et al. , observé une augmentation de 1 ' expression protéique de NPC 1 L 1. 
Cependant, ce n' est pas ce qu 'on a obtenu comme résultats. Etant donné que 
l'expression de protéines clés dans le placenta est énormément affectée par l' obésité, il 
est possible que des protéines régulatrices de NPC 1 L 1 étant affectées ait un autre effet 
sur l' expression placentaire de NPCl LI. De plus, il faut savoir que l' expression des 
protéines dans le placenta peut être totalement différente que dans tout autre tissu. Une 
autre étude sur l' utilisation de l' ezetimibe, inhibiteur de la protéine NPC 1 LI a été 
réalisée sur des patients atteints de diabète de type 2 [ 114]. Les résultats ont démontré 
une amélioration du métabolisme des HDL et donc du transport du cholestérol inverse 
avec l' utilisation de l' ezetimibe [114]. Enfin, chez des patients diabétiques, il a été 
observé une augmentation de NPC 1 LI , des LDL oxydées et une diminution de LDL 
dans les intestins, ce qui confirme l' étude précédente [115]. Ong et al. (2012) ont quant 
à eux, démontré une perturbation de la signalisation de l'insuline chez des souris 
démontrant les traits pathologiques de N iemann Pick type C [ 1 16]. Ils ont ontré dans 
cette étude que l' expression de ŒS 1 et IRS2 (respectivement insulin receptor 
substrate 1 and 2) était réduite dans le cerveau des souris atteintes de la maladie NPC 
[116]. Vainio et al. (2005) ont eux aussi constaté un lien entre la signalisation de 
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l' insuline et la maladie Nieman Pick type C. En effet, chez un modèle de souris NPC, 
ils ont démontré une surexpression du récepteur d'insuline IR. Néanmoins, cette 
surexpression reflétait une compensation d' une perturbation au niveau de l' activation 
de IR, qui est un phénomène propre à la résistance à 1 ' insuline observée dans le diabète 
de type 2 ainsi que dans l' obésité [97]. Une étude a été réalisée sur un modèle de souris 
NPC 1 Il 061 T « knock in » par Praggastis et al. (20 15). Ils ont crée un modèle de souris 
avec le variant du gène NPCJ qui est le facteur principal du développement de la 
maladie NPC, variant communément appelé I 1061 T. Après une étude complète du 
modèle de souris, ils ont découvert que ce variant provoque plusieurs traits 
pathologiques de la maladie: troubles neurologique et hepatique caractéristiques de la 
maladie NPC. De plus, ce modèle de souris manifeste une accumulation de cholestérol 
ainsi qu ' une activation de cytokines pro-inflammatoires [117]. L' activation de 
cytokines pro-inflammatoires est responsable du développement de la résistance à 
l' insuline, et de l' obésité [118, 119]. Il est important de prendre en compte toutes ces 
caractéristiques afin d' établir un lien concret entre l' obésité, le GDM et l' expression 
des protéines NPC. Jelinek et al. (20 15) ont confirmé une interaction entre 1' intolérance 
au glucose et le gène NPCl chez un modèle de souris C57BL/6J NPCl nourris avec un 
régime élevé en gras . Ils ont démontré que par rapport au souris WT (wild type) , les 
souris NPC 1 (protéine NPC 1 non fonctionnelle) sont plus sensibles au développement 
d' une intolérance au glucose lorsqu ' elles sont nourries à une diète élevée en gras, et 
sont conséquemment sensibles au gain de poids, comparées aux WT [ 1 02]. Dans une 
lignée cellulaire 3T3-Ll d'adipocytes, Fletcher et al. (2014) ont inhibé l' expression 
génique de NPCI ainsi que la protéine afin de déterminer l' impact sur la signalisation 
à l' insuline. Les résultats ont démontré une réponse à l' insuline réduite due à une 
diminution de 1 'expression du récepteur IR et de son substrats TRS 1 ainsi qu'une 
diminution de la phosphorylation d ' Akt, et donc de l' activation d' Akt [98]. Ces 
nombreuses études démontrent qu ' une répression de l' expression de NPCl est associé 
à une résistance à l' insuline. Néanmoins nos résultats montrent une augmentation de 
l'expression protéique dans le placenta de femmes atteintes d 'obésité et de GDM. 
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Bambace et al. (20 13) ont eux aussi démontré dans les cellules adipeuses du tissu 
adipeux blanc une expression élevée de NPC 1 au niveau génique et protéique chez des 
hommes et des femmes obèses comparés à leur contrôle [ 1 03]. Cette étude confirme 
nos résultats obtenus quant à 1 ' augmentation de l' expression protéine de NPC 1. Nos 
résultats permet de confirmer l' expression des protéines NPC dans le placenta humain. 
Néanmoins leur rôle dans le placenta n ' est pas connu. Il serait intéressant dans une 
perspective future de déterminer si celles-ci sont exprimées dans une lignée cellulaire 
BeWo et de bloquer l'expression de NPC 1 et NPC2 et de voir s ' il y a une accumulation 
de cholestérol dans les lysosomes. A ce moment là, il serait intéressant de refaire la 
même manipulation mais avec des cellules CT primaires extraites de placenta. Une fois 
que le rôle de ces protéines a été déterminé, la régulation de l' expression de ces 
protéines pourra être analysée en réprimant l'expression de certains gènes régulateurs 
et d 'observer l'impact sur le transport du cholestérol. 
Afin de comprendre les mécanismes impliqués dans la modulation de 
l'expression des protéines NPC dans l'obésité, il est important de savoir comment ces 
protéines sont régulées. En premier lieu, étant donné que ces protéines ont pour rôle de 
transporter le cholestérol intracellulaire, leurs expressions est régulées par le contenu 
en stérol, et donc via la voie de signalisation de SREBP [120]. L'expression de NPC 1 
est diminuée lorsque les niveaux de cholestérol sont élevés dans le placenta par 
rétrocontrôle négatif [120], alors que l' expression de NPClLI est augmenté dans le 
placenta chez de hamsters atteints d ' hypercholestérolémie à cause du gradient de 
concentration de cholestérol [34]. De plus, une étude sur la maladie Niemann Pick C, 
a montré que la protéine NPC 1 mal repliée, non fonctionnelle observée dans cette 
maladie, est marquée par l' ubiquitine ligase pour une dégradation protéasomale. Cette 
dégradation est activée par la signalisation de Akt [93]. Une étude de notre laboratoire 
a précédemment démontré dans le placenta de femmes atteintes de diabète gestationnel 
de poids normal ainsi que dans le placenta de femmes atteintes de diabète gestationnel 
obèse une augmentation de 1 ' expression protéique de LXR [26] , qui est un des principal 
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régulateur positi f de l' express ion génique et proté ique de NPC 1 [33]. Nos résultats 
montrent aussi une augmentation de NPC 1 dans le placenta des femmes atteintes 
d ' obés ité et de GDM, même si e lle n'est pas significative. Dans des macrophages TH P-
l , Yu et al. (201 2) ont démontré que la présence de LDL oxydées augmente 
1 ' express ion de NPC 1. Cette augmentation est médiée par une augmentation de 
l' express ion de PPAR a à travers la voie Erk i /2/COX2 [9 1]. Dans la rés istance à 
l' insuline dans l' obésité, il est observé une augmentation de l' activité des kinases 
MA PK dont la kinase Erk 1/2. La signalisation des MAPK est donc une des vo ies en 
cause de la rés istance à l' insuline observée dans l' obés ité [1 2 1]. Une autre étude en 
li en avec la vo ie de signali sati on Erk1 /2 et NPC2 a été réalisée dans le cadre du cancer 
du fo ie dans des cellules primaires HCC (hepatocellular carc inoma) [1 22]. Leurs 
expériences ont montré que la protéine NPC2 était réprimée dans les tumeurs du fo ie. 
Ils ont donc réalisée une surexpress ion de NPC2 dans leurs modèles cellula ires et ils 
ont montré que NPC2 inhibe la pro lifération et la migration ce llula ire. Cette action est 
médiée par une inhibition de l'activation des kinases MAPK, dont la kinase Erkl /2 
[ 122]. Dans nos résultats, nous observons une diminution de 1 ' express ion proté ique de 
NPC2 chez nos femmes obèses. Étant donné que l' activation des kinases MAPK chez 
les femmes obèses est très importante et fa it partie des causes du développement d ' une 
rés istance à l' insuline, il est possible qu ' il y ait une régulation à ce niveau là, dans le 
placenta [ 12 1]. 
3.2 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES FUTURES 
Les littératures nombreuses ont démontré qu ' il exista it un lien entre 
l' express ion des protéines NPC avec la rés istance à l' insuline, que ce soit au ni veau de 
la s ignalisation de l' insuline v ia le récepteur IR et son substrat IRS 1 et 2, ou bien au 
niveau des s ignalisations des MAP K qui régulent la signa li sation à l' insuline. Ces 
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études appuient nos hypothèses sur le fait que les troubles métaboliques modulent le 
transport du cholestérol en agissant au niveau des transporteurs NPC intracellulaire. 
Comme notre laboratoire l' a précédemment démontré, l' obésité ainsi que le diabète 
gestationnel a un impact sur l' expression des protéines clés impliquées dans le 
métabolisme des lipides dans le placenta, et ici nous avont démontré de nouveaux 
transporteurs dont l'expression est dérégulée. Ce qui est étrange dans nos résultats 
d ' immunobuvardage, est qu ' on observe une augmentation de l' expression de NPCI 
chez nos femmes OB et GDM, alors qu ' une diminution de NPC2 est observée. Ces 
deux transporteurs colaborent pour exporter le cholestérol à l' extérieure des lysosomes 
afin qu ' il soit utilisé par la cellule. Il est possible qu ' un mécanisme de régulation puisse 
être impliqué afin de compenser l' augmentation significative de l' expression 
placentaire de NPC 1. D' autres études restent encore à être réalisée afin de confirmer le 
rôle des protéines NPC dans le transport de cholestérol. En effet, notre laboratoire en 
collaboration avec d ' autres chercheurs de notre centre de recherche, ainsi que d 'autres 
laboratoires avons déjà démontré que le modèle de lignée cellulaire BeWo, qui est une 
lignée issue d ' un choriocarcinome humain, est un bon modèle pour étudier le transport 
placentaire car elle exprime beaucoup de transporteurs clés du placenta, et elle exprime 
deux hormones clés du placenta humain, l' hormone hCG (hormone chorionique 
gonadotrope) et hPL (human placentallactogen) [123 , 124] . 
Pour la continuité de ce projet, l' expression génique par PCR en temps réel ainsi 
que l' expression protéique par immunobuvardage de type Western des protéines NPC 1, 
NPC2, et NPC1 LI doit être réalisée dans la lignée cellulaire BeWo, afin de déterminer 
si elle représente un bon modèle pour l' étude fonctionnelle des protéines NPC. Une 
fois que cela aura été établi , le transport du cholestérol intracellulaire pourra être étudié. 
En premier lieu, l' expression de NPC1 devra être réprimée à l' aide de petit ARN 
interférants (ARNsi) complémentaire à l' ARNm de NPC 1 qui devront être transfectés 
dans les cellules BeWo. Après avoir déterminé les conditions nécessaires pour 
optimiser la répression génique, un immunobuvardage de type Western de nos extraits 
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proté iques tissulaires devra être effectué afin de confi rmer l' absence de notre protéine 
dans nos ce llules . Ensuite, étant donné que cette protéine permet l'effl ux du cholestérol 
à l' extérieur des lysosomes et que son absence provoque une accumulation du 
cholestérol dans la cellule, un test de co loration à la fi lipin peut être réalisé. Ce test a 
été utilisé afin de confi rmer l' accumulation de cholestérol non estérifié dans des 
fibroblastes caractéristiques de maladie NPC (absence de protéines fo nctionnell es). 
Après visuali sation par microscopie en fluorescence, il en résulte une accumulation de 
cholestéro l non estérifié visible dans les endosomes tardifs et lysosomes [ 125]. Une 
fo is, qu 'on a déterminé que la répress ion de NPC 1 provoque une accumulation de 
cholestérol non estérifié dans les endosomes et lysosomes, on peut réa li ser la même 
expérience avec NPC2, qui se retrouve soluble dans la lumière endosomale et 
lysosomale. NPC 1 L 1 est une protéine transmembranaire qui se retrouve exprimée au 
niveau des membrane à villos ités des entérocytes, ainsi qu ' au niveau des membranes 
cellulaires des hépatocytes. Il serait alors intéressant de déterminer si NPC 1 L 1 est 
exprimée au niveau de la membrane MVM du syncytiotrophoblaste, en iso lant des 
cytotrophoblastes de placenta humain à terme, et en purifiant les protéines des 
membranes MVM du placenta [25]. Enfin, étant donné qu ' il ex iste une interaction entre 
la rés istance à l' insuline et l'expression des protéines NPC, l' étude des mécanismes 
régulateurs impliqués dans l'express ion de NPC I et le lien avec la régulation de la 
signalisation à l' insuline, pourrait offrir une nouvelle vision au regard de l' obésité 
maternelle et du diabète gestationnel au monde de la science biomédi cale. 
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